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ABSTRAKT 
Tato diplomová práce se zabývá biosenzory na bázi modifikovaných polovodičových 
core/shell kvantových teček (QDs) pro diagnostiku. Práce je rozdělena do čtyř hlavních 
častí. V první se pojednává o teorii nutné k použití QDs v bioaplikacích, jsou popsané 
metody syntézy, modifikace, biokonjugace a aplikace QDs. V praktické časti, byly 
připraveny CdTe/ZnS QDs core/shell struktury u kterých byla jádra modifikována 
MPA, GSH a TGA. Na tyto QDs byl v dalším kroku navazován protein BSA (hovězí 
sérum albumin) a protilátka IgG (imunoglobulin G) za použití mediátorů CDI, EDC  a 
NHS s cílem zvýšení afinity vůči BSA nebo IgG. Takto připravené konjugáty byly 
charakterizovány fluorescenční spektroskopií (Infinite M200Pro, Tecan) a kapilární 
elektroforézou (7100 Agilent Technologies).  
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ABSTRACT 
This thesis deals with biosensors based on modified semiconductor core/shell 
quantum dots (QDs) for diagnosis. The work is divided into four main parts. The first 
one discusses the theory required for the use of QDs in bioaplications, there are 
described methods of synthesis, modification, application and bioconjugation of QDs. 
In the experimental part, CdTe/ZnS QDs with core/shell structure were prepared, in 
which the core was modified by MPA, GSH and TGA. In the next step, these QDs were 
further modified using CDI, EDC and NHS as mediators in order to increase affinity to 
BSA (bovine serum albumine) and IgG (imunoglobuline G). Prepared conjugates were 
characterized by fluorescence spectroscopy (Infinite M200Pro, Tecan) and capillary 
electrophoresis (Agilent 7100). 
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ÚVOD 
V dnešní době moderních diagnostických přístrojů a metod se stále vyvíjejí nové 
techniky, které se snaží, je ještě víc zdokonalit. Materiály, zařízení a objekty, které jsou 
strukturovány v měřítku 10-9m, dnes už pronikají do celé řady oborů, včetně medicíny. 
Díky malému rozměru v řádu několika nm získávají tyto objekty zcela nové vlastnosti, 
kterých nelze jinak dosáhnout, nebo vykonávají zcela nové funkce. Toho se využívá 
 i v biologii a v medicíně a potom hovoříme o nanobiotechnologiích a nanomedicíně. 
Biosenzory hrají klíčovou roli na poli diagnostických metod, protože umožňují 
rychlejší detekci patologických procesů a tím pomáhají v boji proti mnohým závažným 
chorobám. Touto problematikou se zabývá celá řada různých specializovaných 
pracovišť (v oblasti chemie, biologie, elektroniky aj.), která spolupracují při výzkumu a 
vývoji stále novějších a dokonalejších biosenzorů. 
V této práci jsem se zabývala biosenzory na bázi kvantových teček (QDs) core/shell 
struktury pro využití v diagnostice. Core/shell QDs byly vybrány, protože mají 
vynikající fyzikální a optické vlastnosti a jejich povrch se může modifikovat tak, aby se 
zvýšila jejich afinita ke specifickým látkám, které chceme podrobněji zkoumat. Cílem 
práce je příprava koloidních core/shell QDs, které se budou dále využívat v diagnostice, 
sumarizovat různé postupy jejich přípravy, a konečně najít vhodné látky k jejich 
modifikaci tj. aby byla zvýšena afinita core/shell kvantové tečky vůči vybrané 
biomolekule. 
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1 SOUČASNÝ STAV ŘEŠENÍ 
PROBLEMATIKY 
1.1 Nanomedicína 
Nanomedicína představuje aplikaci technik molekulární nanotechnologie v medicíně. 
Protože je nanomedicína ještě ve fází vývoje může být definována různými způsoby. Na 
příklad Foresight Nanotech Institute definuje nanomedicínu takto:  
Nanomedicína může být definována jako monitorování, oprava konstrukce a kontrola 
lidského biologického systému na molekulární úrovni pomocí nanozařízení a 
nanostruktur [1,2]. 
Podle Jaina biomedicína je představena obecněji jako další vývojový stupeň 
navazující především na molekulární medicínu a biotechnologii. Nanomedicínu definuje 
takto [4]: 
 Nanomedicína je aplikací nanotechnologií v medicíně. Je založena na třech 
vzájemně se překrývajících a progresivně se rozvíjejících molekulárních technologiích: 
• nanostrukturní materiály a zařízení, které se jeví velmi slibné ve zlepšování funkce 
diagnostických biosenzorů, cílené distribuce léčiv a ve vývoji inteligentních léků 
• molekulární medicína, zejména genomika, proteomika a využití umělých organizmů 
• molekulární stroje jako např. nanoboti, kteří umožní prakticky okamžitou 
diagnostiku následovanou kauzálním zásahem, tedy např. likvidací patogenu, 
opravou poškozeného chromozomu nebo nanochirurgickým zákrokem na buňce. 
Molekulární stroje by měly být schopny zlepšovat přirozené fyziologické funkce [3]. 
Dnes je nanomedicína aplikována v mnoha různých polích: 
• nanodiagnostika – přímá molekulární diagnostika nanosenzorem, nanotechnologie 
v zobrazovacích metodách, 
• nanofarmakologie - léky se zlepšeným směrováním do nemocných tkání, 
• regenerativní medicína - využití nanotechnologií ve tkáňovém inženýrství, 
• implantáty - implantáty, včetně umělých orgánů, jejichž povrch je rezistentní 
k odhojení, 
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• terapeutičtí nanoboti - cévní chirurgie nanoboty nacházejícími se v cévách, 
nanoboti rozpoznávající a likvidující nádory [2]. 
1.2 Nanodiagnostika 
Nanodiagnostika představuje využití nanotechnologií v diagnostice. V klinické 
diagnostice můžeme nanotechnologii aplikovat jak při studiu živých organismů (in 
vivo), tak při studiu odebraných vzorků (in vitro) [2]. 
1.2.1 Nanotechnologie v molekulární medicíně 
Molekulární diagnostikou se rozumí sledování přítomnosti a popř. i biologické 
aktivity biomolekul v organizmu nebo ve vzorcích tkání nebo tělesných tekutin. 
Vzhledem k rozměrům by mohly být do in vitro diagnostiky zařazeny např. DNA-čipy, 
ovšem vlastně nejde o nanotechnologie, protože pracují jako miniatury 
makroskopických systémů. Existují však i komerčně dostupné systémy např. pro 
sekvencování DNA, které jsou zcela postaveny na nanotechnologiích. Pak už lze 
hovořit o nanočipech nebo nanopolích. 
Dalším přímočarým využitím nanočástic v in vitro molekulární diagnostice je použití 
nanočástic jako značek, např. při označení protilátek. Ve srovnání s klasickým 
značením radioaktivními částicemi nebo fluorescenčními barvami jsou nanočástice 
méně toxické a při vhodném použití je takové měření obvykle senzitivnější [2]. 
1.2.2 Biosenzory 
Nanosenzor je zařízení využívající vlastností nanomateriálů k detekci fyzikálních, 
chemických či biologických veličin. Pokud se senzor používá k detekci biologického 
materiálu, tak hovoříme o biosenzoru [2].  
Biosenzor (viz Obr. 1) je analytický přístroj obsahující citlivý prvek biologického 
původu, který je buď součástí, nebo je v těsném kontaktu s fyzikálně-chemickým 
převodníkem. Poskytuje průběžný elektronický signál, který je přímo úměrný 
koncentraci jedné nebo více skupin chemických látek ve vzorku [1,3]. 
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Obr. 1 Schematické znázornění biosenzoru. 
1.3 Nanočástice 
Nanočástice tvoří převážnou část nanomateriálů. Mohou být vyrobeny z různých 
materiálů, např. zlato, kadmium. Nanočástice obsahují desítky až tisíce atomů a existují 
mezi kvantovou a newtonovskou oblastí. Při takových velikostech má každá částice 
nové vlastnosti, které se mění v závislosti na jejich velikosti. Jakmile je hmota 
zmenšená do nanometrů, elektrické a další vlastnosti se radikálně změní. Nanočástice 
mohou obsahovat neobvyklé strukturální formy, které mohou výrazně změnit vlastnosti 
materiálu, a proto nemohou být považovány pouze za malé kousky sypkého materiálu. 
Dvě nanočástice, obě ze zlata, mohou vykazovat výrazně odlišné chování (různou 
teplotu tání, různou elektrickou vodivost, různé barvy) pokud je jedna větší než druhá 
[4]. To vytváří nový způsob, jak kontrolovat vlastnosti materiálů.  
Namísto změny složení, je možné měnit velikost. Některé aplikace nanočástic 
využívají skutečnosti, že je vystavena větší plocha, když je materiál rozdělen na menší 
velikosti [4].  
1.4 Kvantové tečky 
Kvantové tečky (mn. č. QDs z anglického „Quantum Dots“, j. č. QD) jsou téměř 
kulovité polovodičové nanokrystaly složené z prvků periodické skupiny II-VI (CdSe) 
nebo III-V (InP) (viz Obr. 2). Skládají se přitom jen z několika stovek až několika 
milionů atomů a malého počtu volných elektronů (méně než 100) [3]. Velikost QDs se 
obvykle pohybuje od 2 do 20 nm, což se odvíjí od materiálů použitých pro jejich 
přípravu. Samotná velikost nanočástice však není nejpodstatnější vlastností určující 
pojem QD, za QD totiž považujeme až takovou nanočástici, jež vykazuje tzv. efekt 
kvantového omezení a její poloměr je navíc menší než některá z následujících veličin: 
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Bohrův1 poloměr elektronu (ae), díry (ah) a excitonu (aexc). Díky efektu kvantového 
omezení leží vlastnosti QDs na pomezí nanokrystalů a jednotlivých atomů [1,5]. 
 
Obr. 2 Morfologie QD s jádrem ze CdSe a slupkou ze ZnS, převzato z [6]. 
Dodejme ještě, že v některých publikacích významy slov nanočástice, nanokrystal 
a QD splývají, avšak v naší práci budeme tyto pojmy striktně rozlišovat. 
1.4.1 Optické vlastnosti QDs 
Jednou z nejdůležitějších vlastností QDs je jejich schopnost fotoluminiscence, kdy 
při ozáření QDs ultrafialovým nebo viditelným zářením dochází k excitaci elektronů, tj. 
elektrony přijímají energii kvant záření a přecházejí na vyšší energetické hladiny, kde 
určitou dobu setrvávají. Po návratu do původního stavu pak dochází ke zpětnému 
vyzařování fotonů kvantovými tečkami, tento jev je označován jako fotoluminiscence 
[1,5,7].  
V závislosti na chemickém složení a velikosti jádra, která je určena kvantovým 
omezením, se pochybuje vrchol emise QDs od UV do NIR vlnové délky (400-
1350 nm). Dlouhá životnost v řádu 10 až 40 ns zvyšuje pravděpodobnost absorpce při 
kratších vlnových délkách, a produkuje široké absorpční spektrum [4,8]. Jinými slovy, 
díky efektu kvantového omezení QDs emitují světlo při různých vlnových délkách 
v závislosti na průměru jádra, proto větší QDs budou emitovat červené světlo, menší 
pak budou emitovat modré světlo (viz Obr. 3). Navíc, vzhledem k jejich malé velikosti, 
celý krystal působí jako jediná molekula, kde všechny excitované atomy vyzařují světlo 
spolu s  vysokou výslednou intenzitou signálu [1,6,8]. 
                                                
1 Niels Henrick David Bohr (1885–1962) – dánský fyzik, držitel Nobelovy ceny za fyziku z roku 1922, 
jenž významně přispěl k pochopení struktury atomu a základních principů kvantové mechaniky. 
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Obr. 3 Závislost emise na velikosti jádra, převzato z [6]. 
Narozdíl od organických fluoroforů, QDs vykazují poměrně široká absorpční 
spektra, úzká a symetrická emisní spektra (šířka pásu v polovině maxima se udává cca. 
25 až 40 nm), dobrou chemickou stabilitu a delší životnost fotoluminiscence (v řádu 
desítek nanosekund). QDs jsou excitovány všemi nižšími vlnovými délkami než je 
jejich emisní vlnová délka, proto je možné současně excitovat QDs s různou vlnovou 
délkou emise jedním zdrojem [1,9]. 
Jednou z důležitých vlastností QDs je jejich vynikající odolnost vůči fotooxidaci 
označované také jako tzv. „photobleaching“ (fotobělení). Pro ještě lepší ochranu 
povrchu QDs před fotooxidací může být navíc pasivován, čehož se dosahuje obalením 
jádra nanokrystalu vnější slupkou z polovodičů s vyšším pásmem energie nebo 
organickou vrstvou. Úspěšně pasivované QDs vykazují lepší fotostabilitu, což 
umožňuje jejich dlouhodobé pozorování během optických experimentů [1,9]. 
QDs můžeme rozdělit z hlediska jejich struktury na dva typy: QDs složené pouze 
z jádra (core) a QDs se strukturou jádro-slupka (core/shell, viz Obr. 4). Přitom, první 
typ tvořený materiálem jednoho polovodiče (CdS, CdSe, CdTe, CdPb) bývá v praxi 
využíván méně často. V případě druhého typu je jádro QDs obklopeno slupkou 
tvořenou dalším polovodičem (příklady struktury jádro/slupka: CdS/ZnS, CdSe/ZnS, 
CdSe/ZnSe, CdSe/CdS, CdTe/ZnS, CdTe/CdS), což má mj. příznivý vliv na 
fotoluminiscenci a stabilitu jádra [1,9].  
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Obr. 4 Jádro (vlevo) a jádro-slupka (vpravo) QDs, převzato z [9]. 
Bez ohledu na typ konstrukce, core nebo core/shell, velikost a složení jádra určuje 
emisní vlnovou délku QD. Jádra z různých polovodičů umožňují fotoluminiscenci (PL) 
v různých oblastech spektra. Sulfid kademnatý (CdS), se využívá k vytvoření QDs 
emitujících v UV nebo modré oblasti, selenid kademnatý (CdSe), se používá pro 
přípravu QDs emitujících v azurové a zelené oblasti viditelného spektra a tellurid 
kademnatý (CdTe) je vhodný pro syntézu QDs emitujících v zelené, žluté a  červené 
oblasti viditelného spektra nebo blízké infračervené oblasti. Galenit (PbS) a selenid 
olovnatý (PbSe) se využívá k vytvoření jádra, které emituje v infračervené oblasti (viz 
Obr. 5) [1,9]. 
 
Obr. 5 Rozsah fotoluminiscence QDs, vyrobených z různých materiálů, převzato z [9]. 
Vzhledem k malé velikosti se velký počet atomů QD nachází na povrchu. Například 
5 nm CdS QD má přibližně 15 % svých atomů na povrchu, a proto chemický potenciál 
na povrchu QD se výrazně liší od chemického potenciálu uvnitř QD.  Vzhledem k tomu 
existuje množství povrchových stavů, které se mohu reagovat s vnitřními stavy, a tak 
potenciálně změnit celkový stav a energii QD, kvůli čemu může dojít k 
vytvoření různých vad na povrchu QD [9]. 
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Vyřešení toho problému je právě obalení jádra QD slupkou z jiného polovodiče. V 
ideálním případě má slupka za úkol bránit před působením okolního prostředí. Znamená 
to, že přidáním slupky z QD typu core je vytvořená QD typu core/shell, čímž se výrazně 
zvyšuje kvantový výtěžek (QY). Nejrozšířenějším příkladem takových core/shell 
konstrukcí jsou CdSe/ZnS QDs, ačkoli jiné běžné používané materiály pro vytvoření 
slupky jsou CdS a ZnSe. Aby pro dané jádro slupka byla vhodná, musí být optický 
transparentní, neemisní a strukturně související s materiálem jádra. Tím růst QD 
z materiálu jádra bez problémů přechází do materiálu slupky, což brání vzniku 
strukturních a energetických defektů na povrchu jádra [9]. Dá se říct, že modifikace 
jádra QD slupkou druhého polovodiče má za následek zlepšení jejich vlastností. Tyto 
core/shell QDs, obsahující více než dva polovodičové materiály, mají dobře definované 
struktury podobající se cibuli. Jejich základní optické vlastnosti jsou řízeny jádrem a 
slupka poskytuje fyzickou bariéru mezi opticky aktivním jádrem a okolním prostředím. 
Core/shell QDs mohou být klasifikovány jako typ - I, reverzní typ - I, a typ - II na 
základě šířky zakázaného pásu (band gap) svých konstrukčních materiálů [10]. 
U typu-I core/shell QDs je šířka zakázaného pásu slupky vyšší než u materiálu jádra, 
což umožňuje omezení (uvěznění) elektronů a děr vytvořených v/na jádru. Toho se 
využívá k zvýšení odolnosti vůči fotooxidaci [6,10]. QDs CdSe/ZnS patří do typu-I 
core/shell QDs. Hlavní účel ZnS slupky je pasivovat povrch jádra. U reverzního typu-I 
je šířka zakázaného pásu materiálu slupky menší než materiálu jádra. Generované díry 
a elektrony jsou alespoň částečně delokalizované nebo zcela uzavřeny v slupce a vlnová 
délka emise může být měněna změnou tloušťky slupky. Tomuto typu core/shell QDs 
patří ZnSe/CdSe. Poslední typ core/shell QDs je typ-II (CdTe/CdSe), kde zarovnání 
šířek zakázaných pásů energie jádra a slupky vede k vytvoření kratší, efektivnější šířky 
zakázaného pásu než u jednotlivých materiálů jádra nebo slupky. Toto zarovnání může 
indukovat prostorové oddělení děr a elektronů vytvořených v různých oblastech 
core/shell struktury a je důvodem delší doby života fotoluminiscence QDs typu-II než 
QDs typu-I [9]. 
Je nutné dodat, že QDs mají i určité své nevýhody, zejména jsou kvůli své 
anorganické povaze nerozpustné ve vodném prostředí, což představuje jistou bariéru pro 
biologické aplikace. QDs založené na polovodičových materiálech sloučenin II-VI 
skupiny mají navíc jádro zhotovené obvykle z kadmia, které je značně toxické. Ionty 
kadmia jsou schopné navázat se na thiolové skupiny v mitochondriích a způsobit tak 
poškození nebo smrt buněk. Uvolnění těchto iontů může být redukováno přidáním 
vrstvy (slupky) nebo modifikací povrchu QDs [10]. Ochranná vrstva má za funkci 
bránit vzniku reaktivních forem kyslíku (hydroxylový radikál: •OH a superoxidový 
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radikál: O2•-) a singletového kyslíku (1O2). Reaktivní formy kyslíku jsou pro lidský 
organismus rovněž toxické a mohou způsobit poškození nukleových kyselin, enzymů 
a buněčných složek. Z těchto příčin je v současnosti vynakládáno značné úsilí na 
syntézu QDs rozpustných ve vodě a na modifikaci jejich povrchu tak, aby se zmenšila 
jejich toxicita a tím se rozšířila možnost jejich aplikace v biologii [1,8]. 
1.5 Syntéza QDs 
Jedním z cílů v oblasti syntézy QDs je najít vysoce svítící polovodičové 
nanokrystaly, které mohou být jednoduše připraveny a přitom splňují všechny 
podmínky pro použití v biologických aplikacích (biokompatibilita, stabilita, rozpustnost 
ve vodném prostředí atd.). Podstatné je rovněž to, aby polovodičový materiál tvořící 
jádro QDs byl chráněn před degradací a oxidací. Další potenciální obtíží bývá vysoká 
reaktivita jader QDs, jež mohou nespecificky interagovat s makromolekulami, což vede 
k agregaci částic v biologickém prostředí. Tento problém může být snížen nebo 
dokonce odstraněn přidáním slupky kolem QDs. Proto, dnes existuje velký zájem o 
zdokonalení syntézy core/shell QDs. Také za účelem zlepšení stability a zvýšení 
fotoluminiscence jádra QDs byly vyvinuty postupy modifikace jejich povrchu [5]. 
Existuje několik metod syntéz QDs, které mají zásadní vliv i na jejich výsledné 
vlastnosti, tudíž způsob výroby QDs může ovlivnit rozsah jejich následné aplikace. 
Metody tzv. shora dolů („top-down“) jsou využívány pro přípravu QDs z velkého 
objemu materiálu. Jedna z takových možných příprav je syntéza založená na litografii. 
Tyto metody však mají jistou nevýhodu v tom, že jimi připravené QDs vykazují 
zhoršené optické vlastnosti. Metody tzv. zespodu nahoru („bottom-up“) jsou založeny 
na chemickém principu, přitom je možné jimi připravit koloidní QDs s konzistentními 
vlastnostmi. U takových chemických metod, Cd-chalkogenidové QDs mohou být 
syntetizované jednoduchou krystalizací a to z více dostupných prekurzorů [9]. 
1.5.1 Syntéza hydrofobních QDs 
Koloidní hydrofobní QDs jsou nejčastěji syntetizovány metodou kontrolované 
nukleace a růstu částic. Syntéza probíhá v roztoku organokovových/chalkogenových 
prekurzorů a její podstatou je vstříknutí roztoku reagentů do koordinačního roztoku, 
který je ohříván při vysoké teplotě za intenzivního míchání. Jako koordinační roztoky 
jsou přitom používaný TOPO (trioctylphosphin oxid), TOP (trioctylphosphin) a HDA 
(hexadecylamin), které mohu koordinovat s povrhem vysrážených částic. V důsledku 
toho velké množství nukleačních center jsou nejprve vytvořeny při teplotě asi 300°C. Je 
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nutné uvést, že velikost QDs závisí na teplotě použité během procesu syntézy. Ligandy 
v koordinačním roztoku zabraňují agregaci prostřednictvím Ostwaldova2 procesu zrání, 
jehož podstata tkví v tom, že malé krystaly jsou rozpustnější než velké, rozpustí se tedy 
dříve a následně se usadí na povrch velkých částic. Tento proces obvykle nastává při 
teplotách v rozmezí od 250 do 300°C. Další zlepšení výsledného rozdělení velikosti 
částic QDs může být dosaženo selektivní přípravou. Jelikož tyto QDs jsou nerozpustné 
ve vodném roztoku a rozpustné pouze v nepolárních rozpouštědlech, je zapotřebí další 
funkcionalizace pro dosažení jejich rozpuštění [5]. 
Metody solubilizace 
Jelikož většina metod detekce za pomoci QDs se v biologických systémech uplatňuje 
ve vodném roztoku, musí pro použití koloidních hydrofobních QDs v bioaplikacích po 
jejich syntéze následovat procedura umožňující jejich solubilizaci (viz Obr. 6). Existuje 
několik způsobů takových modifikací QDs. Na povrchu nanokrystalu se vytvoří vnější 
solvatační obal, který zajistí solvataci jinak hydrofobních nanokrystalů ve vodném 
prostředí. Ten současně nese funkční skupiny vhodné pro konjugační reakce. Podle 
struktury a chemické povahy existují tři následující možnosti solubilizace a to výměna 
ligandů, hydrofobní interakce a zachycení polymerů [1,5,8]. 
 
Obr. 6 Schématické znázornění solubilizace QDs, převzato a upraveno z [8]. 
 
                                                
2 Wilhelm Ostwald (1853–1932) – německý filosof a fyzikální chemik, nositel Nobelovy ceny za rok 
1909. 
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Výměna ligandů 
Jednou z nejrozšířenějších metod přípravy ve vodě rozpustných QDs je výměna 
ligandů s thioalkylovými látkami, jako je například kyselina tioglykolová (TGA), 
kyselina merkaptopropionová (MPA), kyselina merkaptoundekanová (MUA) nebo 
glutathion (GSH). Tato metoda zavádí na povrch QDs bifunkční ligandy, jejichž jedna 
část je tvořena funkční skupinou, která zajišťuje donor-akceptorovou vazbu s 
povrchovými atomy nanokrystalu (nejčastěji thiolová skupina), a druhá část nese 
vhodnou reaktivní skupinu (karboxylová nebo aminoskupina) umožňující solvataci [10]. 
 
Obr. 7 Schematické znázornění syntézy ve vodě rozpustných GSH-QDs, převzato z [8]. 
Hydrofobní interakce 
Touto metodou modifikace je možné na povrch QDs vázat ligandy a polymery 
prostřednictvím hydrofobních interakcí. Tato technika se používá převážně pro 
převedení hydrofobních QDs do vodného prostředí. Její podstatou je zavedení 
amfifilních molekul na povrch QDs. Pro tento typ úpravy povrchu QDs byly úspěšně 
použity triblokové kopolymery, fosfolipidy a amfifilní sacharidové deriváty [10]. 
 
Obr. 8 Znázornění struktury QD ovrstvené amfifilním kopolymerem, převzato z [10]. 
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Zachycení polymerů 
Robustnější strategie pro přípravu ve vodě rozpustných QDs zahrnuje potažení QDs 
tenkou vrstvou oxidu křemičitého. Jednou z prvních studií v této oblasti bylo přemístění 
původních TOP/TOPO ligandů pomocí 3-merkaptopropyltrimetoxysilanu (MPS). 
Molekuly MPS se zachycují na povrch QD prostřednictvím jejich thiolové skupiny a 
zasíťováním metakřemičité skupiny, jež tvoří křemičitou monovrstvu kolem QD. Druhá 
vrstva organokřemíku je pak spojená s první vrstvou za vzniku ve vodě rozpustné 
slupky oxidu křemičitého [10]. 
 
Obr. 9 Znázornění strategií silanizace povrchu QDs, převzato z [10]. 
1.5.2 Syntéza ve vodě rozpustných QDs 
Přímou syntézou můžeme vytvořit koloidní QDs určité velikosti s lepšími 
luminiscenčními vlastnosti a s vynikající biologickou kompatibilitou a stabilitou. 
Na rozdíl od hydrofobních QDs s následným krokem solubilizace umožňující jejich 
rozpouštění ve vodě vykazují lepší reprodukovatelnost, nižší toxicitu a navíc je celý 
proces výroby levnější [1,8]. 
Refluxní syntéza koloidních QDs 
Syntéza ve vodě rozpustných QDs se nejčastěji provádí v jednohrdlé baňce spojené 
se zpětným chladičem. Syntéza spočívá v reakci prekurzoru těžkého kovu (Cd, Zn, Pb, 
Sn,…) s prekurzorem chalkogenu. Chalkogen potřebný pro syntézu QDs může být 
použit ve formě komerčně dostupných prášků, příp. je připraven v laboratoři před 
použitím v procesu syntézy [1,8,10]. 
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Obr. 10 Schéma zařízení pro přípravu koloidních QDs ve zpětném chladiči, převzato z [8]. 
Pro syntézu ve vodě rozpustných CdTe QDs může být jako prekurzor chalkogenu 
použit teluričitan sodný (Na2TeO3) v komerční práškové formě nebo čerstvě připravený 
hydrogen telurid sodný (NaHTe), který je však na rozdíl od Na2TeO3 za normálních 
podmínek nestabilní, a proto je nutné syntézu QDs s jeho pomocí provádět v inertním 
prostředí. NaHTe může být připraven v  baňce při teplotě 35˚C za intenzivního míchání 
teluridového prášku s roztokem borohydridu sodného (NaBH4). Během prvních 15 min 
ohřívání suspenze změní svou barvu z fialové na bezbarvou, což ukazuje na konec 
reakce a znamená že NaHTe byl vytvořen [1,11]. 
Jako prekurzory těžkého kovu se pro přípravu koloidních QDs používají octany, 
dusičnany a chloridy. Syntéza ve vodě rozpustných QDs spočívá v jednom kroku 
a provádí se v  baňce spojené se zpětným chladičem, v němž reagují prekurzory těžkého 
kovu s prekurzorem chalkogenu. Pro stabilizaci se využívají různé thioly (např. GSH 
[8,11], MPA [12,13], TGA [14], merkaptojantarová kyselina (MSA) [15], cysteamin 
[16], L-arginin [17], L-cystein [18], methakrylová kyselina (MAA) [18]). Tyto 
stabilizátory zajišťují chemickou a fyzikální stabilitu a možnost modifikace povrchu 
QDs navázáním funkčních skupin (aminoskupina a karboxylová skupina). Nanokrystaly 
pak vznikají smíšením vhodných prekurzorů a následným zahříváním v rozsahu teplot 
45–280˚C po dobu několik hodin. Velikost výsledných QDs i vlnová délka jejich emise 
závisí na použitých prekurzorech a délce zahřívání. Takto připravené QDs však mohou 
obsahovat četné defekty a vykazovat slabší fotoluminiscenci, proto se využívá 
mikrovlnné syntézy založené na homogenním zahřívání, takto vzniklé částice jsou 
uniformnější a mají vyšší kvantový výtěžek [9]. 
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Během tvorby QDs, anorganické atomy nejprve vytváří shlukové sloučeniny, které 
se nakonec rozšíří do nanokrystalického jádra. Obvykle slupka jiné kombinace 
anorganických atomů se pak přidává na počáteční jádro. Po růstu QDs jsou pasivovány 
a stabilizovány pomocí vrstvy organického ligandu (solvatační obal) která umožňuje 
rozpustnost a zabraňuje aglomeraci [9].  
QDs mohou být připravovaný různými způsoby. Zhang a kolektiv připravili  CdTe-
MPA QDs  pomocí baňky spojené zpětným chladičem za intenzivního míchání 
a s využitím CdCl2.2,5H2O, NaHTe, přičemž jako stabilizátor použili MPA [12].  
Wang a kolektivu připravili koloidní CdSe-TGA QDs s využitím CdCl2.2,5H2O, 
NaBH4 a oxidu siřičitého (SO2) při teplotě 100˚C. Jako stabilizátor je přitom využita 
TGA [14].  
Kromě MPA a TGA mohou být QDs při stejném způsobu syntézy stabilizovány 
pomocí GSH. Tuto syntézu probíhající pod refluxem popisuje např. Mei Xue a kolektiv 
i Chomoucká a kolektiv [8,11]. 
Stejným způsobem mohou být připraveny také QDs core/shell struktury. Liu aYu se 
zabývali syntézou CdTe/ZnS QDs. Nejdřív syntetizovali jádro CdTe stabilizované MPA 
nebo TGA, přičemž jako prekurzory použili CdCl2.2,5H2O a NaHTe. Příprava CdTe 
QDs  proběhla pod refluxem (po dobu 30 min, při 100˚C). V dalším kroku přečištěné a 
vysušené  QDs přidali do roztoku (pH=8) obsahující GSH a ZnCl2 (chlorid zinečnatý). 
Směs pak zahřívali pod refluxem po dobu 10 min - 2 h při teplotě 100˚C za vzniku ZnS 
slupky [19]. 
Lira a kolektiv připravili CdTe/CdS QDs následujícím způsobem. Roztok Te2- přidali 
do roztoku Cd(ClO4)2 (0,01M, pH=10) obsahující MPA, výslednou směs zahřívali pod 
refluxem (7h, 90˚C) za vzniku CdTe/CdS core/shell QDs [13]. 
 Zhu a kolektiv připravili CdTe/CdS QDs s využitím prekurzorů CdCl2, Na2TeO3 
a jako stabilizátor a zdroj síry použili MSA. Syntézu provedli pomocí zpětného chladiče 
(100˚C, 1-28h) [16]. 
Ding a kolektiv studovali syntézu CdSe/CdS QDs ovrstvených L-cysteinem. Nejdřív 
připravili prekurzor chalkogenu selenid sodný (NaHSe) s využitím Se, NaBH4 
a ethanolu. Roztok reaktantů probublávali dusíkem (30 min) a pak zahřívali (30 min, 
40˚C). Další roztok reaktantů připravili pomocí prekurzoru těžkého kovu (CdCl2), L-
cysteinu a NaOH (pH=10,5) a také jej probublávali dusíkem (30 min). Roztoky pak 
smíchali a výslednou směs zahřívali (90˚C). Po 60 min provedli titraci pomocí Na2S 
(sulfid sodný) a pak směs zahřívali dál (45˚C, 60 min) za vzniku CdSe/CdS QDs 
ovrstevných L-cysteinem [18]. 
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Bao a kolektiv se zabývali syntézou CdSe/CdS QDs ovrstvených MAA. Nejdřív 
připravili CdSe QDs s využitím CdCl2.2,5H2O, MAA, NaOH (pH=10-11). Roztok 
reaktantů probublávali dusíkem (30 min) a do něj přidali čerstvě připraven Na2SeSO3 
(seleničitan sodný). Výslednou směs ozářili ultrazvukem a míchali po dobu 60 min za 
vzniku CdSe QDs. Roztok obsahující CdCl2, MAA a CdSe QDs probublávali dusíkem a 
míchali po dobu 30 min a dál Na2S přidávali po kapkách. Poté, výslednou směs 
zahřívali pod reflexem (3h) za vzniku CdSe/CdS QDs ovrstvených MAA [20]. 
Po přípravě QDs obvykle následuje krok purifikace tj. přečištění. Přečištění 
představuje smíchání roztoku QDs nejčastěji s alkoholem (ethanol [15,18], 2-propanol    
[11,19]), precipitaci v odstředivce (obvykle: 2000-8000 otáček/min, 5-15 min) 
a následnou redisperzi sraženiny ve vodě [9].  
Mikrovlnná syntéza koloidních QDs 
Dlouhé reakční doby refluxní syntézy QDs mají často za následek velké množství 
povrchových vad na povrchu QDs. Navíc takto syntetizované QDs mají nízký 
fotoluminiscenční QY. Mikrovlnná a hydrotermální syntéza jsou velmi efektivní, 
jelikož lze za výrazně kratší dobu produkovat relativně kvalitní QDs. Mikrovlnná 
syntéza je založena na ohřevu reaktantů průnikem mikrovln, jehož výsledkem jsou QDs 
bez povrchových defektů vykazující lepší fotoluminiscenci. Velikost QDs připravených 
tímto způsobem je regulována dobou ohřevu, přičemž růst QDs zastavujeme vypnutím 
zdroje mikrovlnného záření a ochlazením výsledného produktu [8].  
Qian a kolektiv studovali rychlou syntézu core/shell CdSe/CdS QDs 
funkcionalizovaných pomocí MPA. Tato kyselina se rozloží v průběhu ozařování 
mikrovlnami a uvolní S2- anionty při teplotě 100°C. V tomto kroku CdSe monomery 
vzrostly nukleací a reakcí NaHSe (hydrogenselenid sodný) a CdCl2. Počáteční jádra 
jsou bohatá na Se vzhledem k rychlejší reakci Se s Cd2+ než Cd2+ s S. Množství 
uvolněných S2- aniontů se zvýšilo, když se teplota zvýšila na 140°C, což mělo 
za následek vytvoření slitinové CdSeS slupky na povrchu CdSe QDs. Výsledné QDs 
měly QY až do 25% [8]. 
Mikroemulzní syntéza koloidních QDs 
Metoda mikroemulzní syntézy je jednoduchý, levný a vysoce reprodukovatelný 
způsob, který umožňuje vynikající kontrolu velikosti a tvaru QDs. Této kontroly 
velikosti částic se dosáhne jednoduše změnou molárního poměru voda-povrchově 
aktivní látka. Nicméně mikroemulzní syntéza poskytuje relativně nízký QY. Klíčem 
tohoto postupu je extrakce QDs z mikroemulzní do vodné fáze a přitom se zachovají 
jejich strukturní a povrchové vlastnosti. Za účelem dosažení proveditelného výtěžků 
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QDs je nutné použít vyšší koncentrace prekurzorů v mikroemulzi, což vede k mnohem 
větší hustotě částic uvnitř reverzní micely. Na následujícím obrázku je grafický 
znázorněn postup mikroemulzní syntézy CdSe/CdS core/shell QDs (viz Obr. 11) [1,8]. 
 
 
Obr. 11 Postup mikroemulzní syntézy CdSe/CdS core/shell QDs, převzato z [8]. 
Hydrotermální syntéza koloidních QDs 
Hydrotermální syntéza QDs patří mezi přímé syntézy koloidních QDs. Tato metoda 
často použitá k přípravě QDs emitujících v blízké infračervené oblasti. Na rozdíl od 
organometalických metod syntézy QDs, tato metoda nabízí následující výhody:  
• nižší reakční teploty se srovnatelnou PL a QY,  
•  nepoužívá toxické a drahé organometalické činidla,  
•  povrch je funkcionalizován během syntézy, bez dalšího zpracování,  
•  poměrně menší velikosti QDs (3-8 nm), než ty získané po zapouzdření hydrofobních 
QDs amfifilními lipidy a polymery (obvykle > 20 nm) [21,22].  
Na následujícím obrázku je představen princip hydrotermální syntézy CdTe/CdSe 
QDs (viz Obr. 12) [21,22]. 
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Obr. 12 Hydrotermální syntéza CdTe/CdSe QDs, převzato z [21]. 
1.6 Biokonjugace QDs 
Pro použití QDs v bioaplikacích je nutné QDs nejprve biofunkcionalizovat, tj. 
různými metodami vytvořit spojení QDs s biomolekulou (tzv. biokonjugace). Při 
biokonjugaci je zásadní, aby celý proces, resp. jeho výsledný produkt, splňoval několik 
požadavků, kterými jsou:  
• aktivita biomolekuly nesmí být přítomností QDs ohrožena 
• signál QD by neměl být omezen 
• umožnění kontroly počtu spojení na povrchu QDs, ke kterým se mohou 
biomolekuly navázat 
• vazba QD-biomolekula musí být stabilní 
• tloušťka slupky QD má být co nejmenší ve srovnání s velikostí QD. 
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Úspěšná a vhodná biofunkcionalizace QDs musí navíc splnit požadavky na koloidní 
stabilitu, bioinertnost, nízkou toxicitu a vysokou specificitu k zájmovým biomolekulám 
[1,24]. 
Při navrhování konjugátu typu protein-QD je důležité vzít v úvahu optimální počet 
proteinů, které mají být vázané na jedinou částici. V některých aplikacích nízký poměr 
protein/QD může mít za následek nejvyšší signál pro detekci fluorescence. To je častý 
případ u konjugátů typu protilátka-QD, kde dvě až tři protilátky vázané na částici jsou 
dostačující k zacílení antigenů. Nicméně jiné aplikace mohou vyžadovat vysokou 
hustotu proteinu na povrchu QD. Například v důsledku vyšetřování interakcí mezi 
komplexy CD8 (diferenciační skupina povrchových bílkovin přítomných na vnější 
straně cytoplazmatické membrány cytotoxických T-lymfocytů) a HLA A2 (lidský 
sérotypový leukocytární antigen) bylo zjištěno, že je důležité, aby bylo vytvořeno více 
kontaktů mezi molekulami HLA a CD8 na povrchu buněčné membrány. Proto až 12 
HLA A2 komplexů bylo vázáno na QD (maximální možný počet, který se vejde na 
povrch částic), aby byl zajištěn co největší interakční potenciál s buňkami [24]. 
Stejně jako je tomu u většiny nanočástic, kompatibilita pufru a soli by měla být vzata 
v úvahu při práci s QDs. Malé nabité částice udržují koloidní stabilitu pomocí 
odpuzujícího náboje, který zabraňuje agregaci pomocí van der Walsových sil a 
hydrofobní přitažlivosti. Každá sůl nebo pufr, které neutralizují nebo eliminují 
povrchový náboj na QDs, mohou způsobit shlukování nebo srážení. Některé složky 
pufru také mohou způsobit ztrátu intenzity fluorescence a je třeba se vyhnout 
koncentracím pufru, které jsou vyšší než určitá hladina [24]. 
Přestože QDs mají relativně malou velikost, disponují dostatečně velkým povrchem 
pro vytvoření velkého množství spojení s biomolekulami. Tato spojení je možné 
připravit několika způsoby, přičemž jedním z nich je přímá vazba mezi QD 
a biomolekulou. Tento typ vazby může být kovalentní nebo nekovalentní. Další 
možností je vytvoření vazby prostřednictvím jiné molekuly (tzv. „crosslinker“) [1,23]. 
Přímá nekovalentní vazba mezi QD a biomolekulou je založena na navázání 
biomolekul na povrch QD pomocí elektrostatických nebo hydrofobních sil, taková 
procedura je nejméně náročná. Elektrostatické síly můžeme využít ke spojení záporně 
nabitých QDs CdTe a pozitivně nabitých enzymů nebo spojení pozitivně nabitých částí 
proteinu s negativně nabitým komplexem alkyl-COOH-QD. Proteiny navázané na QDs 
mohou zvýšit stabilitu jejich povrchu a zlepšit tak i jejich optické vlastnosti. Tento efekt 
je možné pozorovat při navázání deseti až patnácti pozitivně nabitých částic 
(pentahistidinový segment) maltózového proteinu na povrch QD. Nevýhodou 
nekovalentního způsobu spojení je, že aktivita biomolekul může být ovlivněna 
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reaktivním povrchem QD a je obtížné kontrolovat počet navázaných biomolekul na 
jednu QD [25].  
Kovalentní způsob biokonjugace QDs je nejčastěji uskutečňován pomocí thiolových 
vazeb. Takto můžeme na povrch QDs navázat například oligonukleotidy, DNA či 
hovězí sérový albumin (BSA). Biokonjugace QDs může být založena i na reakci 
karboxylové skupiny nacházející se na povrchu QDs a amino skupiny proteinu. Tento 
způsob biokonjugace je používán pro navázání imunoglobulinu G (IgG) na povrch QD, 
tento komplex se užívá jako ukazatel přítomnosti rakoviny. Stejným způsobem lze 
na povrch QDs navázat i streptavidin, výsledný komplex je možno použít ke značkování 
aktinu, mikrotubul a buněčného jádra [1,23]. 
Jak již bylo uvedeno výše, biomolekuly se na povrch QD mohou navázat 
prostřednictvím jiné molekuly, jež mezi nimi působí jako spojka (tzv. mediátor). Tento 
způsob biofunkcionalizace je založen na navázání mediátoru na povrch QD (kovalentní 
nebo nekovalentní vazbou) z jedné strany a reakcí mediátoru s reaktivními skupinami 
biomolekuly (thiolová nebo amino skupina) na druhé straně mediátoru. Mediátor přitom 
zajišťuje velmi specifické spojení s biomolekulou. Existují dva typy mediátorů, a to 
heterobifunkcionalizační a homobifunkcionalizační mediátor. U prvního typu jsou obě 
reaktivní skupiny neblokované a u druhého typu je jedna reaktivní skupina blokována 
a tuto blokaci je nutné před použitím mediátoru odstranit. Nevýhodou tohoto přístupu 
je, že homobifunkcionalizační mediátory s neblokováními reaktivními skupinami 
mohou způsobit shlukování QDs. Další nevýhodou biokonjnugace pomocí mediátoru je, 
že lze jen velmi těžko kontrolovat počet biomolekul, které se mají navázat na jednu QD, 
a proto je nutné je separovat. Separaci je možné provést za pomocí gelové elektroforézy 
[1,23]. 
1.6.1 Mediátory pro kovalentní způsob biokonjugace 
Je známo, že velmi málo typů chemických skupin poskytuje specifickou a praktickou 
konjugaci s karboxylovými kyselinami (-COOH), které se vyskytují u mnoha proteinů a 
dalších biomolekul. Některé diazometanové a diazoacetylové reagenty byly použity k 
derivatizaci malých sloučenin pro analýzu HPLC (vysokouúčinná kapalinová 
chromatografie) nebo fluorescenční značení [23].  
Karbodiimidové sloučeniny představují nejpopulárnější a univerzální metodu 
pro označování a navázaní na karboxylové kyseliny. Mezi snadno dostupné a běžně 
používané karbodiimidy patři ve vodě rozpustný EDC (1-Etyl-3-(3dimetylaminopropyl 
karbodiimid hydrochlorid)) a ve vodě nerozpustný DCC (dicyklohexylkarbodiimid) 
[23]. 
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Obr. 13 Struktura EDC (vlevo) a DCC (vpravo), převzato z [23]. 
Karbodiimidy aktivují karboxylové skupiny pro přímou reakci s primárními aminy 
přes tvorbu amidové vazby. Vzhledem k tomu, že se žádná část jejich chemické 
struktury nestává součástí konečné vazby mezi konjugovanými molekulami, 
karbodiimidy jsou tak považovány za mediátory nulové délky [24]. 
EDC reaguje se skupinami karboxylových kyselin za vzniku aktivního O-
acylisomočovinového meziproduktu, který je snadno přemístěn primárními 
aminoskupinami v reakční směsi. Primární amin tvoří amidovou vazbu s původní 
karboxylovou skupinou, přitom vedlejší produkt EDC se uvolňuje jako rozpustný 
derivát močoviny. Meziprodukt O-acylisomočoviny je nestabilní ve vodných roztocích, 
není schopen reagovat s produkty aminů při hydrolýze meziproduktu a není schopen 
regenerace karboxylu a uvolňování nesubstituované močoviny [23]. 
 
Obr. 14 Reakční schéma biokonjugace pomocí EDC, převzato z [23]. 
Biokonjugace pomocí EDC je nejúčinnější v kyselých podmínkách (pH 4,5), a proto 
je vždy prováděna v pufrech zbavených vnějších karboxylů a aminů, například MES 
pufr (kyselina 4-morfolinoetansulfonová). Fosfátové pufry a neutrální podmínky (pH až 
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7,2) jsou v souladu s reakční chemií, ale je tady zaznamenaná nižší účinnost, kterou lze 
kompenzovat zvýšením množství EDC v reakčním roztoku [23]. 
NHS (N-hydroxysukcinimid) nebo jeho ve vodě rozpustný analog Sulfo-NHS je 
často zahrnut v protokolech biokonjugace pomocí EDC s cílem zvýšení účinnosti 
a vytváření stabilních (amino-reaktivních) meziproduktů. EDC váže NHS na karboxyly 
za vzniku NHS esteru, který je podstatně stabilnější než O-acylisomočovina a zároveň 
umožňuje efektivní konjugaci s primárními aminy při fyziologickém pH [23]. 
 
Obr. 15 Reakční schéma biokonjugace pomocí EDC a Sulfo-NHS, převzato z [23]. 
EDC je dnes nejvíce využíván při konjugaci peptidů na proteinový nosič, při značení 
karboxylové skupiny pomocí aminových sloučenin, při imobilizaci peptidů pro afinitní 
purifikaci a při připojování peptidů na povrch materiálů [23]. 
Pro kovalentní způsob biokonjugace byly také použity QDs modifikované pomocí 
CDI (karbonyldiimidazol). CDI je vysoce reaktivní karbonylační sloučenina, první u 
které bylo prokázáno, že je vynikající činidlo tvořící amidovou vazbu při syntéze 
peptidů. Později byla použita pro aktivaci jak karboxylových tak i hydroxylových 
skupin při imobilizaci ligandů obsahujících aminy. Aktivace karboxylové skupiny 
pomocí CDI probíhá za vzniku imidového meziproduktu obsahující imidazol, který tady 
představuje aktivní skupinu. V přítomnosti sloučenin, obsahujících primární amin, 
nukleofil napadá elektronově deficitní karbonyl, přičemž odštěpuje imidazol za vzniku 
stabilní amidové vazby [24].  
Tian a kolektiv se zabývali zobrazením buněk obsahujících insulin, použili k tomu 
modifikované CdTe QDs stabilizované TGA nebo GSH. Tyto QDs následně 
funkcionalyzovali pomocí EDC a NHS, které sloužily jako mediátory pro specifikou 
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konjugaci insulinu k povrchu QDs. Do připravených CdTe QDs ovrstvených TGA nebo 
GSH a rozpuštěných (1mg) v PBS pufru (fosfátový pufr; 10 ml,  pH=7.4, 50 mM) 
přidali NHS (10 mg) a  EDC (20 mg). V posledním kroku do roztoku přidali insulin 
(1,5mg) rozpuštěný v PBS pufru [27]. 
Shan a kolektiv se zabývali detekcí proteinů a peptidů pomocí modifikovaných 
koloidních CdTe QDs. Syntetizovali CdTe-MPA QDs a poté je pomocí NHS 
(QDs:NHS=10:1) a EDC (QDs:EDC=10:1) upravili a použili k detekci proteinů a 
peptidů (peptid/protein:EDC=1:10) [28]. 
Huang a kolektiv se zabývali detekcí proteinů pomocí MPA ovrstvených CdTe QDs. 
Připravené QDs modifikovali pomocí EDC a použili k detekci BSA a HRP (křenová 
peroxidáza). V případě detekce BSA přidávali reaktanty v následujícím pořadí: CdTe-
MPA QDs (250 µl, 2mg/ml), roztok obsahující BSA (137,5 µl) a PBS (92,5 µl, 0.01 M, 
pH=7.4). Výsledný roztok inkubovali 2h při pokojové. V případě detekce HRP přidávali 
reaktanty v následujícím pořadí: CdTe-MPA QDs (1 mg/ml), HRP (2 mg/ml), roztok 
obsahující EDC (0,5 mg/ml) a PBS (0,01 M, pH=7). Výsledný roztok inkubovali 2-4h 
při pokojové teplotě [29]. 
Wang a kolektiv se zabývali detekcí proteinu pomocí MPA ovrstvených CdTe/CdS 
core/shell QDs. Syntetizované QDs upravili pomocí EDC a NHS a použili k detekcím 
kozího anti-myšího IgG. Krátce, do roztoku QDs (v 0,15 M PBS, pH=7,4) přidali EDC 
(6,4 mg/ml v H2O) a NHS (7,7 mg/ml v H2O). Roztok inkubovali 15 min při 25°C a po 
inkubaci přidali kozí anti-myší IgG (30 µl, 4 mg/ml). Výsledný roztok inkubovali 2h ve 
tmě při 25°C a dál uschovali v lednice při 4°C [30]. 
Kim a kolektiv se zabývali detekcí AbBMP7 (anti-lidská BMP-7 protilátka) pomocí 
CdSe/ZnS core/shell QDs. Připravené QDs (0,14 mg) přidali do AbBMP7 (40 mg/ml) a 
pak do roztoku přidali EDC (32 mg/ml) a NHS (30 mg/ml). Výsledný roztok byl 
inkubován 3h při 4°C [31]. 
Lišková a kolektiv se zabývali detekcí proteinů pomocí QDs, které modifikovali 
pomocí EDC a sulfo-NHS, EDC a ADH (alkohol dehydrogenáza) nebo CDI. 
Modifikace pomocí EDC a sulfo-NHS provedli takto: do roztoku QDs (10-5 M, 100 
µl, 100 mM PBS) nejdřív přidali EDC (1,5 mg) a sulfo-NHS  (0,5 mg). V dalším kroku 
do roztoku modifikovaných QDs přidali protilátku v molárním poměru 1:1 (proti-
ovalbumin 6,67.10-5 M, proti-PCNA 2,6.10-6 M nebo anexin V 5,14.10-5 M). Výsledný 
roztok inkubovali 1h při pokojové teplotě [26].  
Modifikace pomocí EDC a ADH provedli takto: do QDs (1ml, 10-5 M) přidali EDC 
(5 µl, 6.10-2 M) a ADH (10 µl, 3.10-2 M) a roztok inkubovali 4h při pokojové teplotě. 
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V následujícím kroku do modifikovaných QDs (10µl) přidali roztok oxidovaných proti-
CD3 (20 µl; protilátka, která se váže na CD3 diferenciační skupinu na povrch T-buněk) 
a výsledný roztok uschovali při 4°C [26]. 
Poslední typ modifikace provedli takto: QDs (10-5 M, 100 µl, v pufrech o různých 
pH) nejdřív modifikovali přidáním CDI (1 µl, 10 mM, v pufrech o různých pH). 
Výsledný roztok inkubovali 30 min při pokojové teplotě. V posledním kroku 
modifikované QDs (30 µl) a proti-ovalbumin (10 µl) smíchali v molárním poměru 1:12 
a roztok inkubovali 1h při pokojové teplotě [26]. 
DCC navazuje karboxylové kyseliny na primární aminy stejným způsobem jako 
EDC. Nicméně protože DCC není ve vodě rozpustný, používá se především ve výrobě 
a v aplikaci organické syntézy spíše než v typické výzkumné laboratoři proteinové 
biologie [23]. 
1.7 Aplikace QDs 
Rostoucí schopnost úspěšné syntézy a biofunkcionalizace QDs dnes umožňuje jejich 
bohaté využití v různých biologických aplikacích. Jak již bylo zmíněno výše, QDs 
disponují vynikajícími fluorescenčními vlastnostmi, proto je jejich využití v oblasti 
biosenzorů velmi atraktivní, neboť technologie založené na fluorescenci jsou vysoce 
citlivé. Navíc QDs vykazují značnou fotostabilitu, což umožňuje dlouhodobé 
pozorování zkoumané látky.  
1.7.1  Imunosenzory 
QDs nacházejí své využití i v imunologických testech („immunoassay“). Testy jsou 
pomocí QDs provedeny např. kovalentním navázáním protilátky na tzv. „glass chip“ a 
následným spojením tohoto systému s antigenem. Dále je antigen detekován přidáním 
protilátky značené QDs [22]. Konjugát QD-protilátka je rovněž možné připravit 
z biotinylovaných protilátek a konjugátu QD-streptavidin, jelikož mezi biotinem a 
streptavidinem se tvoří silná specifická vazba. Je možné využít i dříve zmíněné přímé 
spojení QD a protilátky za přítomnosti EDC a NHS. V některých případech je možné 
detekovat více látek současně. Souběžnou detekci patogenní E. Coli a salmonely je 
možné provést pomocí imunomagnetické chemické analýzy založené na použití QDs, 
kdy je nejprve třeba konjugovat anti-E. Coli a anti-Salmonely konjugátem QD-
streptavidin. QDs mohou být také použity při diagnostice hyperplazie prostaty a 
rakoviny prostaty. V tomto případě je konjugát streptavidin-QD konjugován s 
protilátkou proti PSA (prostatický specifický antigen) [10]. 
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V současnosti se stále zvyšuje potřeba rozvíjet nové, modernější a přesnější metody 
diagnostiky nejrůznějších typů chorob. FISH (Fluorescence in situ Hybridization) je 
cytogenetická metoda umožňující detekci a lokalizaci konkrétních sekvencí DNA v 
chromozomech. Jako příklad uveďme biotinylovanou DNA spojenou s konjugátem 
streptavidin-QDs, kdy výsledný konjugát lze použít ve FISH metodě pro detekci Her2 
značky v buňkách karcinomu prsu [265]. Pro značení Her2 markeru je rovněž možné 
použít vícebarevné kvantové tečky biofunkionalizované streptavidinem nebo IgG [21]. 
Použití QDs má přednost před použitím organických barviv při sledování 
jednotlivých molekul. Např. Dahan a kolektiv úspěšně provedli sledování jednotlivých 
receptorů glycinu značených QDs pomocí elektronového mikroskopu, což jim umožnilo 
pozorovat vstup jednotlivých receptorů glycinu do synapsí buněk žijících na neuronové 
membráně [21].  
Dnes je hodně zkoumaná interakce QDs a imunoglobulinů [9,32,33,34]. 
Imunoglobulin (Ig) je protein, který je schopen jako součást imunitního systému 
identifikovat a zneškodnit cizí objekty (bakterie a viry) v těle. Molekula 
imunoglobulinu má tvar Y (viz Obr. 16), a skládá se ze dvou identických lehkých (L, 
light) řetězců a dvou těžkých (H, heavy) řetězců, které jsou navzájem spojeny pomocí 
disulfidových můstků. Podle typu těžkého řetězce, který tvoří imunoglobulin, je 
rozdělujeme na pět tříd, izotopů: IgG, IgA, IgE, IgM, IgD (viz Obr. 17). S IgA se 
můžeme setkat jako s bílkovinou plazmy (glykoprotein), produkovanou plazmatickými 
buňkami a B lymfocyty v lymfoidních tkáních. Je ve velké míře uvolňován na povrch 
sliznic a významně se podílí na ochraně proti mikroorganizmům. IgG je svým 75% 
zastoupením mezi sérovými imunoglobuliny nejpočetnější třídou protilátek v krvi a 
tkáňovém moku savců. Z biochemického hlediska se jedná o globuliny (ve vodě 
rozpustné komplexní proteiny kulovitého tvaru), které jsou syntetizovány a secernovány 
plazmatickými buňkami. IgM je glykoprotein, který se tvoří v plazmatických buňkách 
ve slezině, lymfatických uzlinách a kostní dřeni. IgE se vyskytuje pouze u savců a je 
produkován plazmatickými buňkami a následně se váže na povrch basofilů, mastocytů, 
eosinofilů. Hraje hlavní roli při vzniku alergií a je rovněž nedílnou součástí imunitní 
odpovědi vůči infekci parazity. IgD tvoří 1% proteinů v plazmatických membránách 
zralých B-lymfocytů, kde je obvykle koexprimován s jinou protilátkou na povrchu 
buňky zvané IgM [36]. 
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Obr. 16 Struktura imunoglobulinu, převzato a upraveno z [35]. 
 
Obr. 17 Izotopy imunoglobulinu, převzato a upraveno z [9]. 
1.7.2  Detekce BSA 
BSA je jedním z nejvíce studovaných proteinu, zejména kvůli jejímu strukturálnímu 
podobaní s HSA (lidský sérový albumin). Mezi biologickými makromolekulami, BSA 
je hlavní rozpustnou složkou oběhového systému a má mnoho fyziologických funkcí 
(skladiště a transport proteinu atd.). Dnes je BSA často používán pro modifikaci 
povrchu nanočástic (např. QDs), protože vůči nim má silnou afinitu. Výsledky různých 
stádií interakcí BSA s QDs ukázaly, že se při jejich vzájemném navázání uplatňují 
nejrůznější vazby. Zhao a kolektiv ve své studii uvádějí, že hlavní typy vazeb 
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uplatňující se při interakci BSA a QDs a stabilizující tento komplex jsou vodíkové 
vazby a Van der Waalsovy síly [38]. Oproti tomu Liang a kolektiv tvrdí, že se při 
navázání BSA na QDs nejvíce uplatňují hydrofobní vazby a sulfhydrylové skupiny, 
naopak Shao a kolektiv ve své studii ukazují, že se spíš jedná o elektrostatické interakce 
[27] [28]. 
 
Obr. 18 BSA, převzato z [37]. 
BSA při ozařování emitují záření v UV oblasti. Při zkoumání interakcí mezi tímto 
proteinem a QDs je nejčastěji používaný přístup zhašení fotoluminiscence QDs pomocí 
roztoků BSA o různých koncentracích.  
Zhášení fotoluminiscence QDs pomocí roztoků BSA o různých koncentracích budu 
ve své práci využívat pro posouzení, jestli došlo k navazování BSA na QDs, či nikoliv.  
1.7.3  Stanovení na základě přímé fluorescenční odezvy 
Přímou fluorescenční odezvu QDs pro diagnostiku zájmových látek lze rozdělit do 
systémů, které ukazují buď zvýšení, nebo zhášení fluorescence. Zvýšení fluorescence je 
obecně přičítáno pasivaci povrchu. Například, pokud Zn nebo Mn ionty přidáme do 
roztoků CdS nebo ZnS QDs, fotoluminiscence se zvýší [10]. 
Tian a kolektiv prokázali, že CdTe QDs ovrstvené GSH nebo TGA vykazují nižší 
fluorescenci než v případě jejich biokonjgace s insulinem. Jinými slovy, navázání 
insulinu vede k posílení fluorescence CdTe QDs [27]. 
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Zhang a kolektiv zkoumali vliv různých typů IgG na fotoluminiscenci CdSe/ZnS 
QDs ovrstvených PAA (amfifilní poly akrylová kyselina) a prokázali, že se zvýšením 
koncentrace IgG použitých k biokonjugaci se zvyšuje i intenzita fotoluminiscence 
konjugátu CdSe/ZnS-IgG tj. konjugát vykazuje vyšší fotoluminiscenční kvantový 
výtěžek. Výsledky také ukázali, že zvýšení intenzity PL (fotoluminiscence) QDs se 
zvyšuje se zvýšením koncentrace proteinu. Kromě toho, prokázali, že účinek různých 
proteinových molekul na intenzitu PL QDs je závislý na struktuře proteinu. Ve výsledku 
PL konjugátu QDs-protein je závislá na interakci proteinu dané struktury s PAA 
vrstvou. Jinými slovy když byly přidány molekuly IgG do roztoku QDs, struktura 
vrstvy PAA brání molekulám IgG, aby přímo kontaktovali povrch QDs. Z toho vyplývá, 
že interakci mezi IgG a PAA-potahové vrstvy za následek zvýšení intenzity PL QDs 
[39]. 
Ve srovnání se zvýšením fluorescence, mechanismy zhášení jsou rozmanité 
a zahrnují vnitřní filtrační účinky, nezářivé rekombinační cesty a iontové vazebné 
interakce. Na základě mechanismů zhášení fluorescence, byla zkoumána řada 
bivalentních kationtů kovů (např. měď, vápník, hořčík, mangan, nikl, kadmium) 
a některé anionty (např. jodid nebo kyanid) [10].  
Na následujícím obrázku (viz Obr. 19) je znázorněn vliv určitých kationtů na 
fluorescenci GSH ovrstvených CdTe QDs. 
 
Obr. 19 Vliv kationtů na intenzitě fluorescence CdTe-GSH QDs, převzato z [40]. 
Fluorescenci QDs neovlivňují jen ionty ale i molekuly a sloučeniny (peptidy, 
proteiny, protilátky atd.). Například, optický senzor pro detekci IgG se rovněž vyvinul 
na základě mechanismu zhášení fluorescence QDs. Nicméně, v tomto případě, k zhášení 
nedochází nutně přímo na povrchu QD, ale může být důsledkem větších globálních 
změn ve svém lokálním prostředí. Aoyagi a kolektiv studovali vliv navázaného proteinu 
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na velikost fluorescence QDs [10]. QD-značený protein A byl imobilizován a 
analyzován prostřednictvím optického vlákna. Protein A pochází z bakterie 
Staphylococcus aureus (také zlatý stafylokok) a je hojně využíván v biochemickém 
výzkumu, díky své schopnosti vázat se na imunoglobuliny. Obsahuje pět Ig vazebných 
domén a každá doména má schopnost vázat protein mnoha druhů savců, zejména IgG . 
Zavedení IgG a následné navázání na protein A mělo za následek zhášení fluorescence 
QDs v závislosti na koncentraci IgG [1,10].  
Obě uvedené studie vlivu molekul IgG na PL QDs ukazují [10,39], že IgG 
neinteraguje přímo s povrchem QDs ale se strukturami (molekulami), které se na 
povrchu nachází (PAA, protein A). Z toho vyplývá že zvýšení/zhášení PL QDs je 
závislé na interakci povrchových struktur a různých typů IgG [9,39]. 
Liu a kolektiv se zabývali detekci rifampicinu (Rf) založenou na zhášení 
fluorescence CdTe/ZnS QDs. Zhášení fluorescence QDs rifampicinem také prokázali, 
když navržena metoda byla použitá při stanovení Rf ve formě kapslí [40]. 
Při biokonjugaci, kromě ovlivnění fluorescence QDs biomolekulou, může dojít také 
k ovlivnění fotoluminiscence biomolekuly QDs. Ghali se zabýval syntézou konjugátu 
CdS-BSA a přitom prokázal, že QDs snižují fotoluminiscenci BSA. Experimentální 
výsledky ukazují, že pravděpodobný mechanismus zhášení fluorescence BSA je 
především statický postup zhášení, kde se vytvoří nefluorescenční základní stav 
komplexu CdS-BSA [41]. Snížení fotoluminiscence BSA kvantovými tečkami také bylo 
potvrzeno ve mnoha dalších studií [42,43]. 
Xiao a kolektiv se zabývali vlivem baicaleinu a genisteinu na fotoluminiscenci HSA 
za přítomnosti/nepřítomnosti CdTe QDs. V studii prokázali, že samotný roztok CdTe 
QDs, baicaleinu nebo genisteinu snižuje fotoluminiscenci HSA. Zhášení 
fotoluminiscence HSA bylo výrazněji v případě použiti roztoku baicaleinu nebo 
genisteinu který obsahoval určitou koncentraci CdTe QDs [44]. 
Baride a kolektiv zkoumali vliv CdSe a CdSe/ZnS QDs na fotoluminiscenci 7DEAC 
(7-dietylamino kumarin) a prokázali, že tyto QDs snižují intenzitu fotoluminiscence 
7DEAC [45]. 
Zvýšení/zhášení fotoluminiscence biomolekuly pomocí roztoků QDs o různých 
koncentrací nebo naopak je obvykle využíváno pro posouzení, jestli došlo k navazování 
biomolekuly na QDs, či nikoliv. 
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1.8 Detekce signálů u technologií založených na QDs 
Aplikace QDs jako fluoroforů by ztrácela svůj význam, pokud by neexistovala 
zařízení, resp. metody, umožňující detekci optických signálů emitovaných QDs. Dnes je 
však dostupná cela řada takovýchto přístrojů a postupů, mezi něž např. patři: 
•  konfokální mikroskop, 
•  TIRF (Total Internal Reflection Microscopy), 
• epifluorescenčni mikroskop, 
•  průtoková cytometrie, 
•  spektrofluorimetrie, 
• kapilární elektroforéza (slouží k separaci látek na základě jejich rozdílně 
pohyblivosti v elektrickém poli) [26,29,46], 
• transmisní elektronový mikroskop (TEM). 
Použití laserového skenovacího konfokálního mikroskopu má své přednosti oproti 
tradičním přístrojům detekujícím luminiscenci. Tato přednost spočívá v možnosti 
vytvoření trojrozměrných obrázků, které dnes nachází své rozmanité využiti ve 
výzkumné činnosti. Navíc při použiti dvou-fotonového laserového skenovacího 
fluorescenčního mikroskopu je dosáhnuto lepšího trojrozměrného prostorového 
rozlišeni [10]. 
1.8.1  UV-VIS spektroskopie 
Ultrafialovo-viditelná spektroskopie je analytická metoda, která patři do 
elektromagnetických spektroskopických metod. Založena je na absorpci 
elektromagnetického záření v intervalu 200-800 nm (UV-VIS oblast) molekulami 
vzorku. Při absorpci záření dochází k excitaci elektronů a proto molekulová absorpční 
spektra v UV-VIS oblasti jsou v podstatě elektronová spektra. Tady je potřeba 
poznamenat, že kromě elektronových hladin u molekul je nutné brát v úvahu i vibrační 
a rotační energetické podhladiny, proto jsou výsledná spektra spojitá. Výhody UV-VIS 
spektroskopie jsou přesnost, rychlost, citlivost a experimentální nenáročnost. Pomocí 
této metody můžeme identifikovat neznámé látky (v kombinaci s ostatními 
spektroskopickými metodami) a stanovit koncentraci známých látek. Měření se provádí 
buď při vhodné vlnové délce, nebo snímáním celých spekter v krátkých časových 
intervalech. Výhodou je možnost měřit plynné látky, roztoky (vodná i nevodná 
prostředí), pevné látky (transparentní látky, měření difúzně-reflexních spekter) [49].  
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1.8.2  Luminiscence 
Luminiscence je spontánní (samovolné) záření (obvykle) pevných nebo kapalných 
látek, které vzniká jako přebytek záření tělesa nad úrovní jeho tepelného záření v 
dané spektrální oblasti při dané teplotě, přitom toto záření má určitou dobu doznívání, 
tedy trvá i po skončení budícího účinku [49,50]. 
Luminiscenci můžeme rozdělit na: 
• fluorescenci, 
• fosforescenci, 
• zpožděnou fluorescenci. 
Fluorescence je jev, při kterém emise záření z excitovaného elektronového stavu do 
základního nastane jedním či více spontánními energetickými přechody [50,51]. 
Uplatňuje-li se při emisi záření z excitovaného elektronového stavu metastabilní 
hladina, jedná se o fosforescenci [49]. 
Zpožděná fluorescence je zářivý přechod z téhož singletního stavu (S1) jako při 
fluorescenci, ale s delší dobou dohasínání danou časem, po který je molekula 
v metastabilním tripletovém stavu [49]. 
Na Obr. 20 je zjednodušené schéma zářivých a nezářivých přechodů mezi 
elektronově vibračními stavy (Jablonského diagram). Po absorpci světelného kvanta 
budícího záření (modré šipky) přechází elektrony ze singletního stavu S0 do 
excitovaných singletních stavů S1, S2, … a tripletních stavů T1, T2, …. Molekula 
obvykle přejde z rovnovážné vibrační hladiny stavu S0 do některé z vibračních hladin 
excitovaných stavů. K deexcitaci molekuly dochází buď zářivými přechody 
(luminiscence; viz zelené a červené šipky) nebo nezářivými přechody (vnitřní konverze, 
mezisystémová konverze, vibrační relaxace; viz černé tečkované šipky) [49,50]. 
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Obr. 20 Jablonského diagram, převzato z [51]. 
Každá fluoreskující molekula má dvě charakteristická spektra. Excitační spektrum 
představuje relativní účinnost různých vlnových délek excitujícího záření při vyvolání 
fluorescence. Jedná se o závislost intenzity fluorescence měřené při konstantní vlnové 
délce na měnící se vlnové délce excitujícího záření. Excitační spektrum by mělo být 
shodné s absorpčním spektrem, ale ve skutečnosti se liší, obsahuje totiž jen ty pásy 
absorpčního spektra, kde dochází k zářivé deexcitaci, tj. vzniku fluorescence [49]. 
Emisní spektrum představuje závislost intenzity fluorescence na její vlnové délce při 
konstantní vlnové délce excitace. Emisní spektrum bývá zrcadlovým obrazem spektra 
absorpčního, což je způsobeno tím, že absorpce i emise z odpovídajících si vibračních 
hladin mají stejnou relativní pravděpodobnost. Rozdílu v energiích mezi maximy 
absorpčního a emisního pásu se říká Stokesův posuv (viz Obr. 21) [49]. 
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Obr. 21 Stokesův posuv, převzato z [49]. 
1.8.3  Kapilární elektroforéza 
Elektroforéza patří mezi elektromigrační separační metody. Principem těchto 
separačních metod je využití rozdílné pohyblivosti nabitých částic v elektrickém poli.  
Elektroforéza spočívá v přenosu elektricky nabitých částic v stejnosměrném 
elektrickém poli. Toto elektrické pole se vytváří vkládáním konstantního 
stejnosměrného napětí mezi elektrody. Velikost nabitých částic může být různá, od 
jednoduchých iontů, přes makromolekuly až po koloidní částice a částice suspenzí či 
emulzí. 
Kapilární elektroforéza (CE) je modifikací elektroforézy, která se provádí jako volná 
elektroforéza v tenké kapiláře. Kapilára je obvykle vyrobená z taveného křemene o 
vnitřním průměru 10 až 100 µm a délce 50 až 100 cm. O směru pohybu kapaliny 
v kapiláře rozhoduje elektroosmotický tok. Elektroosmotický tok je tok celkového 
objemu kapaliny v kapiláře pří vložení elektrického pole, ke kterému dochází v 
důsledku existence povrchového náboje na vnitřní stěny kapiláry. V prostředí 
neutrálního až alkalického pufru se deprotonizují silanové skupiny na vnitřním povrchu 
kapiláry. Tento roztok získává záporný náboj a pufr naopak kladný. Neutrální částice se 
pohybují stejnou rychlosti, jakou má elektroosmotický tok, nabité částice se pohybují 
rychleji (kationty) nebo pomaleji (anionty) v závislosti na své elektroforetické 
pohyblivosti [50]. 
Vzorek se dávkuje do kapiláry na začátku práce. Objem vzorku je řadově 
v nanolitrech, a proto není vhodné použít dávkovacích smyček a injekčních stříkaček 
jako v chromatografii. Dávkování je možné udělat ponořením konce kapiláry do vzorku, 
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nadzvednutím nad určitou výšku a působením gravitace dojde k nasátí vzorku. Poté jsou 
oba konce kapiláry umístěny v elektrolytu a působením vysokého napětí dochází 
k separaci. K detekci se obvykle používají fotometrické detektory založené na sledování 
absorpce ultrafialového záření, případně fluorescenční detektory. Elektroferogram je 
záznam závislosti absorbance na čase a je tvořen píky, jejichž výška (plocha) roste 
s obsahem složky a jejichž plocha je určená druhem složky [50]. 
Na následujícím obrázku je představené schéma zařízení pro kapilární elektroforézu 
(viz Obr. 22). 
 
Obr. 22 Schéma zařízení pro kapilární elektroforézu, převzato a upraveno z [50]. 
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2 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
2.1 Použité chemikálie 
• 2-merkaptoethanol ≥99%, p.a, Sigma-Aldrich 
• Borohydrid sodný 99% čistoty, Sigma-Aldrich 
• BSA ≥96% čistoty, p.a, Sigma-Aldrich 
• CDI ≥97% čistoty, p.a, Sigma-Aldrich 
• Citrát sodný dihydrát ≥99% čistoty, Sigma-Aldrich 
• EDC (bez hydrochloridu) ≥97% čistoty, p.a, Sigma-Aldrich 
• EDC ≥99% čistoty, p.a, Sigma-Aldrich 
• Hydroxid sodný ≥ 98% čistoty, p.a., Penta 
• Chlorid kademnatý 99,99% čistoty, p.a, Sigma-Aldrich 
• Chlorid zinečnatý ≥ 98% čistoty, p.a., Penta 
• IgG ≥95% čistoty, p.a, Sigma-Aldrich 
• Isopropanol ≥ 99.7 % čistoty, p.a., Lach-Ner, s.r.o. 
• Merkaptopropionová kyselina (MPA) ≥ 98%, Merck Schuchardt OHG 
• NHS ≥98% čistoty, p.a, Sigma-Aldrich 
• Redukovány glutathion (GSH) >98% čistoty, Merck spol. s.r.o. 
• Teluričitan sodný 99% čistoty, p.a, Sigma-Aldrich 
• Thioglykolová kyselina (TGA) ≥97% čistoty, Merck Schuchardt OHG 
• Voda MiliQ, Milipore 
2.2 Zařízení a laboratorní vybavení 
• Centrifuga, Hettich EBA 20 
• Chladič Huber Petite Fleur 
• Infinite M200 Pro, Tecan 
• Magnetická míchačka, Heiddph MR  Hei-end 
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• pH metr, Cyberscan PC6500 
• Třepačka THERMO-SHAKER-MS-100, Hangzhou AllSheng Instruments CO.,LTD 
• Vakuová pec VAKUUM PRAHA 
• UV lampa Kruss, A. Kruss optronic 
• Ultrazvuková čistička SONOREX DIGITAL 10P 
• Rotační vakuová odparka, Hei-VAP Advantage, HEIDOLPH Rotační odpařovač 
Heidolph 
 
2.3 Syntéza QDs 
2.3.1 Syntéza glutathionem ovrstvených CdTe QDs  
CdTe-GSH QDs byly syntetizované následujícím způsobem. Do roztoku 
deionizované vody (42 ml) a chloridu kademnatého (4 ml; 0,04 mol/l) byly za stálého 
míchání přidány zbývající reaktanty v následujícím pořadí: GSH (300 mg), citrát sodný 
dihydrát (100 mg), Na2TeO3 (4 ml; 0,01 mol/l), borohydrid sodný (50 mg). Výsledná 
směs pak byla přelita do jednohrdlé baňky spojené se zpětným chladičem a následně 
ohřívána na 95 ˚C za stálého míchání (500 ot/min) po dobu 1-3h [15].  
2.3.2 Syntéza merkaptoproinovou kyselinou ovrstvených CdTe QDs 
CdTe-MPA QDs byly syntetizované následujícím způsobem. Do roztoku 
deionizované vody (50 ml) a chloridu kademnatého (91,6 mg) byly za stálého míchání 
přidány zbývající reaktanty v tomto pořadí: citrát sodný dihydrát (200 mg), MPA (52 
µl), hydroxid sodný (pH=10,5), Na2TeO3 (22,15 mg), borohydrid sodný (50 mg). 
Výsledná směs pak byla přelita do jednohrdlé baňky spojené s refluxem a následně 
ohřívána na 95 ˚C za stálého míchání (500 ot/min) po dobu 1-4h [52].  
2.3.3 Syntéza thioglykolovou kyselinou ovrstvených CdTe  QDs 
CdTe-TGA QDs byly syntetizované následujícím způsobem. Do roztoku 
deionizované vody (42 ml) a chloridu kademnatého (183 mg) byly za stálého míchání 
přidány zbývající reaktanty v tomto pořadí: TGA (104 µl), hydroxid sodný (pH=10,5), 
citrát sodný dihydrát (50 mg), Na2TeO3 (2 ml; 0,01 mol/l), borohydrid sodný (20 mg), 
a to po jednom, do úplného rozpuštění každého jednoho z nich. Výsledná směs pak byla 
přelita do jednohrdlé baňky spojené s refluxem a následně ohřívána na 95 ˚C za stálého 
míchání (500 ot/min) po dobu 1-4h [21].  
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2.3.4 Syntéza CdTe/ZnS QDs ovrstvených glutathionem 
CdTe/ZnS core/shell QDs ovrstvené glutathionem byly syntetizované následujícím 
způsobem. Do roztoku deionizované vody (50 ml) a CdTe QDs (40 mg; ovrstvených 
GSH, MPA nebo TGA) za stálého míchání byli přidány zbývající reaktanty v tomto 
pořadí: ZnCl2 (6,8 mg), GSH (61,3 mg) a na konci byla upravená pH pomocí hydroxidu 
sodného (pH= 8). Výsledná směs pak byla přelita do jednohrdlé baňky spojené s 
refluxem a následně ohřívána na 95 ˚C za stálého míchání (500 ot/min) po dobu 1-3h 
[19]. 
Všechny typy QDs byly nejdřív pročištěny isopropanolem v poměru 1:1 a 
zakoncentrovány pomocí vakuové odparky (62-75°C, 35 rpm-rychlost otáčení, tlak 200 
mbar). Potom byly QDs odstředěny v odstředivce (6000 ot./min;15 min). Po přečištění 
byly QDs vysušeny ve vakuové peci (120°C, 80 min). 
2.4 Příprava 100 mM PBS 
Do deionizované vody (200 ml) byly postupně a za stálého míchání přidáván chlorid 
sodný (1,6 g), chlorid sodný (KCl; 40 mg), dihydrohenfosforečnan sodný dihydrát (288 
mg) a dihydrogenfosorečnan draselný (48 mg). pH pufru bylo pomocí NaOH praveno 
na 7,4. Z výsledného roztoku bylo odebráno 250 ml a doplněno deionizovanou vodou 
do 500 ml za vzniku 100mM PBS. 
2.5 Navazování proteinu/protilátky na QDs 
2.5.1 Navazování proteinu/protilátky na QDs modifikací povrchu  
 pomocí CDI 
Biokonjugace byla zajištěna následujícím způsobem: do roztoku QDs (1 ml) o 
výsledné koncentraci (0,1 mg/ml) byl přidán CDI (10 µl; 10 mM; obsahující 100 mM 
PBS pH=7,4) a výsledný roztok byl nechán 30 min při pokojové teplotě pro aktivaci 
karboxylových skupin. Do směsi pak byl přidán BSA (336 µl) o výsledných 
koncentracích (0; 0,002; 0,005; 0,05; 0,1 mg/ml) a výsledná směs byla nechána při 
pokojově teplotě 2 h a pak uchována v chladu (4°C) a temnu [26]. 
V případě biokonjugace QDs a IgG pomocí mediátoru CDI postup byl stejný jako 
v předchozím odstavci s tím, že byla použitá jenom jedna výsledná koncentrace IgG a to 
0,1 mg/ml. 
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2.5.2 Navazování BSA na QDs modifikací povrchu pomocí EDC a  
 NHS 
Biokonjugace byla zajištěna následujícím způsobem: do roztoku QDs (200 µl) o 
výsledné koncentraci (0,1 mg/ml) byl přidán EDC (200 µl; 50 mM) a NHS (200 µl; 5 
mM). Výsledný roztok byl třepán 30 min při 32°C pro aktivaci karboxylových skupin. 
Do směsi pak byl přidán BSA (200 µl) o výsledných koncentracích (0; 0,0005; 0,002; 
0,005; 0,05 mg/ml) a výsledná směs byla třepána 2 h a pak uchována v chladu (4°C) a 
temnu [54]. 
2.5.3 Navazování BSA na QDs modifikací povrchu pomocí EDC 
Biokonjugace byla zajištěna následujícím způsobem: do roztoku QDs (250 µl) o 
výsledné koncentraci (0,1 mg/ml) byl přidán BSA (250 µl) o výsledných koncentracích 
(0; 0,05; 0,5; 1 a 1,5 mg/ml). Poté do roztoku byl přidán EDC (57 µl; 10 mg/ml). 
Roztok byl třepán 2h při pokojové teplotě. Výsledná směs byla přefiltrována a uchována 
v chladu (4°C) a temnu [24]. 
2.5.4  Zhášení fluorescence 
Fluorescenční zhášení QDs může být popsané pomocí Stern-Volmerove rovnice, 
která má tvar:  !!! = 1 + !sv[!]         (1) 
Kde I0 a I představují intenzity v nepřítomnosti a přítomnosti látky, která snižuje 
intenzitu emise zkoumaného vzorku (zhášeč), Ksv je Stern-Volmerova konstanta zhášeče 
a [C] je koncentrace zhášeče. Velmi výhodné je vynášet do grafu I0/I=f([Q]). Je to tak, 
protože I0/I je lineárně závislé na koncentraci zhášeče, jak je patrné ze Stern-Volmerovy 
rovnice. Směrnice dané přímky se pak bude rovnat právě zhášecí konstantě Ksv.  
2.6 Analýza QDs a konjugátů protein/protilátka QDs 
Analýza jednotlivých vzorků proběhla na přístroji Infinite M200 Pro, Tecan. Tento 
přístroj může poskytnout celou řadu detekčních metod v jednom snadno použitelném 
modulárním nástroji pomocí Quad4 monochromátoru. Při měření byla použita excitační 
vlnová délka 390 nm a emitované záření bylo detekované v rozsahu 410-800 nm. 
Jednotlivé vzorky byly nejdřív napipetované na mikrotitrační destičku (200 µl; Greiner 
96 Flat Bottom Transparent Polystyrol) a následně vložené do přístroje, pomocí kterého 
byla provedena analýza. 
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2.7 Analýza QDs a konjugátů protein/protilátka QDs 
kapilární elektroforézou 
Analýza jednotlivých vzorků proběhla na přístroji 7100 Agilent Technologies. 
Celková délka kapiláry byla 63 cm, efektivní délka 43 cm, průměr kapiláry byl 75 µm. 
Jako separační elektrolyt byl použit 20 mM borát sodný, pH 9.2. Dávkování vzorků 
proběhlo za použití taku (100 mbar) po dobu 15 s. Při analýze bylo použito 20 kV 
separační napětí. Výstupní signál byl detekován pomocí laserem indukované 
fluorescence, přičemž při měření byla použita excitační vlnová délka 488 nm. 
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3 VÝSLEDKY A DISKUZE 
3.1 Syntéza QDs 
3.1.1 Optická charakterizace připravených CdTe QDs 
Ve své práci jsem se zabývala přípravou a optickou charakterizací připravených 
CdTe QDs modifikovaných MPA, GSH a TGA. Takto připravené QDs byly následně 
použity pro syntézu koloidních core/shell QDs. Postupy experimentů jsou popsány 
podrobně v kapitole 2.3. 
 
Obr. 23 CdTe QDs ovrstvené MPA (vlevo), TGA (uprostřed) a GSH (vpravo) pod UV lampou. 
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Obr. 24 CdTe QDs ovrstvené MPA (vlevo), TGA (uprostřed) a GSH (vpravo) na denním světle. 
 
Obr. 25 Fluorescenční spektra CdTe-MPA QDs. 
Na Obr. 25 je znázorněna závislost intenzity emise CdTe-MPA QDs na vlnové délce 
pro vzorky odebrané v časech 1h, 2h, 3h a 4h od okamžiku dosažení požadované teploty 
(95°C) při syntéze. Z grafu (Obr. 25) je patrné, že vzorky po ozáření světlem vlnové 
délky 390 nm fluoreskovaly. Odebrané vzorky vykazovaly maximální emisi při 
vlnových délkách kolem 584-626 nm, přičemž maxima intenzit emise rostla s časem 
zahřívání, což je v souladu s předpokladem. Nejvyšší intenzitu emise (92459 CPS, při 
vlnové délce 626 nm) měl vzorek zahříván 4h a právě proto byl tento vzorek vybrán pro 
syntézu core/shell QDs.  
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Ostatní vzorky odebrány v časech 1h, 2h, 3h měly maxima intenzit 72496, 85754 a 
91483 CPS při vlnových délkách 584 nm, 612 nm a 620 nm.  
 
Obr. 26 Fluorescenční spektra CdTe-TGA QDs. 
Byla sledována závislost intenzity emise na vlnové délce u CdTe-TGA QDs pro 
vzorky odebrané v časech 1h, 2h, 3h a 4h od okamžiku dosažení požadované teploty 
(95°C) při syntéze. Z grafu (Obr. 26) je patrné, že vzorky po ozáření světlem o vlnové 
délce 390 nm fluoreskovaly. Odebrané vzorky vykazovaly maximální emisi při 
vlnových délkách v rozmezí 512-524 nm, přičemž maxima intenzit emise rostla s časem 
zahřívání. Nejvyšší intenzitu emise (39026 CPS, při vlnové délce 524 nm) měl vzorek 
zahříván 4h a právě proto byl tento vzorek vybrán pro syntézu core/shell QDs. Ostatní 
vzorky odebrány v časech 1h, 2h, 3h měly maxima intenzit 12094, 21136 a 24256 CPS 
při vlnových délkách 512 nm, 518 nm a 524 nm.  
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Obr. 27 Fluorescenční spektra CdTe-GSH QDs. 
Byla také sledována závislost intenzity emise na vlnové délce u CdTe-GSH QDs pro 
vzorky odebrané v časech 1h, 2h a 3h od okamžiku dosažení požadované teploty (95°C) 
při syntéze. Z grafu (Obr. 27) je patrné, že vzorky po ozáření světlem vlnové délky 390 
nm fluoreskovaly. Odebrané vzorky vykazovaly maximální emisi při vlnových délkách 
kolem 506-518 nm, přičemž maxima intenzit emise rostla s časem zahřívání. Nejvyšší 
intenzitu emise (46086 CPS, při vlnové délce 518 nm) měl vzorek zahříván 3h a právě 
proto byl tento vzorek vybrán pro syntézu core/shell QDs. Ostatní vzorky odebrány v 
časech 1h a 2h měly maxima intenzit 7196, 25280 CPS při vlnových délkách 506 nm a 
510 nm. Z grafu je patrné, že vzorky fluoreskovaly a výsledky měření fluorescenčních 
spekter QDs se jen nepatrně lišily od předpokládaných průběhů, neboť spektra těchto 
závislostí měla být úzká a ostrá.  
Porovnáním intenzit emise CdTe-MPA QDs (Obr. 25) a CdTe-TGA QDs (Obr. 26) 
je patrné, že u prvního typu CdTe-MPA QDs vzorky odebrané v časech 1h, 2h, 3h a 4h 
vykazovaly vyšší intenzity emise než vzorky CdTe-TGA QDs odebrané v stejných 
časech.  
Porovnáním intenzit emise CdTe-GSH QDs (Obr. 27) a CdTe-MPA (Obr. 25) QDs 
je patrné, že vzorky odebrané v stejných časech vykazují výrazně vyšší intenzity emise 
v případě CdTe-MPA QDs.  
Porovnáním intenzit emise CdTe-GSH QDs (Obr. 27) a CdTe-TGA QDs (Obr. 26) je 
patrné, že ze začátku CdTe-GSH QDs se tvoří pomaleji, jelikož intenzita CdTe-GSH 
QDs je jenom u prvního vzorku (1h zahřívání) nižší než u vzorku CdTe-TGA QDs (1h 
zahřívání). U ostatních vzorku je tomu naopak. CdTe-GSH QDs (2-3h zahřívání) 
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vykazují vyšší intenzity emise než CdTe-TGA QDs (2-3h zahřívání). Porovnáním 
FWHM pro vzorky odebrané v stejných časech je patrné, že emisní spektra CdTe-TGA 
QDs  jsou užší, což ukazuje na jejich vyšší uniformitu velikosti. 
Také je potřeba zmínit FWHM (z anglického „Full Width at Half Maximum“), který 
představuje spektrální šířku. Tato spektrální šířka je rozsah funkce, dané rozdílem mezi 
dvěma extrémními hodnotami nezávislé proměnné, ve kterém závislá proměnná je 
rovna polovině maximální hodnoty. V Tab. 1 jsou představené hodnoty FWHM 
jednotlivých vzorků všech připravených QDs. 
Tab. 1: FWHM v závislosti na době zahřívání  
Čas zahřívání FWHM CdTe-MPA FWHM CdTe-TGA FWHM CdTe-GSH 
1h 76 nm 38 nm 65 nm 
2h 80 nm 40 nm 42 nm 
3h 82 nm 40 nm 42 nm 
4h 84 nm 40 nm - 
 
Z Tab. 1 je patrné, že šířka emisních spekter je u CdTe-TGA QDs je stejná 
s výjimkou prvního vzorků, který byl zahříván 1h. FWHM CdTe-MPA QDs je u všech 
vzorků vyšší v porovnání se vzorky ostatních typu připravených QDs. Je nutné 
poznamenat, že čím užší emisní spektrum tím je větší uniformita velikosti QDs, což je 
tady případ u CdTe-TGA QDs.  
3.1.2 Syntéza core/shell QDs 
V další části své práce jsem se zabývala obalováním připravených CdTe QDs ZnS 
slupkou. Výsledné core/shell QDs následně byly použity pro biokonjugaci s BSA a IgG. 
Postupy experimentů jsou už popsány podrobně v kapitole 2.3. 
Analýza jednotlivých vzorků proběhla na přístroji Infinite M200 Pro, Tecan. Při 
měření byla použita excitační vlnová délka 390 nm a emitované záření bylo detekované 
v rozsahu 430-800 nm, GAIN=70. 
Na Obr. 28 a Obr. 29 jsou představené CdTe-MPA/ZnS,  CdTe-TGA/ZnS, CdTe-
GSH/ZnS QDs pod UV lampou a na denním světle. 
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Obr. 28 CdTe-MPA/ZnS (vlevo), CdTe-TGA/ZnS (uprostřed) a CdTe-GSH/ZnS (vpravo) pod UV 
lampou. 
 
Obr. 29 CdTe-MPA/ZnS (vlevo), CdTe-TGA/ZnS (uprostřed) a CdTe-GSH/ZnS (vpravo) na 
denním světle. 
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Obr. 30 Fluorescenční spektra CdTe-MPA/ZnS-GSH QDs. 
Byla sledována závislost intenzity emise na vlnové délce u CdTe-MPA QDs 
(referenční vzorek, 40 mg/ml) a CdTe-MPA/ZnS QDs odebrané v časech 1h, 2h a 3h od 
okamžiku dosažení požadované teploty (95°C) při syntéze. Z grafu (Obr. 30) je patrné, 
že vzorky po ozáření světlem o vlnové délky 390 nm fluoreskovaly. CdTe-MPA QDs 
vykazovaly intenzitu emise (72142 CPS) při vlnové délce 626 nm (FWHM=86 nm). 
Odebrané vzorky CdTe-MPA/ZnS QDs vykazovaly emisi při vlnových délkách kolem 
628-630 nm, přičemž intenzita emise se přidáním ZnS slupky zvýšila, ale pak nerostla 
výrazně s časem zahřívání. Nejvyšší intenzitu emise (95277 CPS, při vlnové délce 630 
nm; FWHM=86 nm) měl vzorek zahříván 3h a právě proto byl tento vzorek vybrán pro 
biokonjugaci QDs s BSA a IgG. Ostatní vzorky odebrány v časech 1h a 2h měly 
maxima intenzit 91697 a 93068 CPS při vlnových délkách 630 nm (FWHM=88 nm) a 
628 nm (FWHM=86 nm). FWHM u jednotlivých vzorků je stejný s výjimkou vzorku, 
který byl zahříván 2h (o 2 nm vyšší). Fluorescenční spektra těchto vzorků nejsou příliš 
úzká, proto tady nemůžeme předpokládat uniformitu velikosti CdTe-MPA/ZnS QDs. Z  
(Obr. 30) je také patrné, že přidáním ZnS slupky nedošlo k posunu emisních spekter 
k vyšším vlnovým délkám v porovnání se vzorkem CdTe-MPA QDs (referenční vzorek, 
40 mg/ml).  
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Obr. 31 Fluorescenční spektra CdTe-TGA/ZnS-GSH QDs. 
Byla také sledována závislost intenzity emise na vlnové délce u CdTe-TGA QDs 
(referenční vzorek, 40 mg/ml) a CdTe-TGA/ZnS QDs odebrané v časech 1h, 2h a 3h  od 
okamžiku dosažení požadované teploty (95°C).  Z grafu (Obr. 31) je patrné, že vzorky 
po ozáření světlem vlnové délky 390 nm fluoreskovaly. CdTe-TGA QDs vykazovaly 
intenzitu emise (6977 CPS) při vlnové délce 524 nm (FWHM=42 nm). Odebrané 
vzorky CdTe-TGA/ZnS vykazovaly emisi při vlnových délkách kolem 542-562 nm, 
přičemž maxima intenzit emise rostla s časem zahřívání. Nejvyšší intenzitu emise 
(52798 CPS, při vlnové délce 562 nm; FWHM=42 nm) měl vzorek zahříván 3h a právě 
proto byl tento vzorek vybrán pro biokonjugaci QDs s BSA a IgG. Ostatní vzorky 
odebrány v časech 1h a 2h měly maxima intenzit 44912 a 49462 CPS při vlnových 
délkách 542 nm (FWHM=41 nm) a 556 nm (FWHM=42 nm).  Fluorescenční spektra 
QDs jsou úzká a ostrá (FWHM kolem 42 nm). Také je patrné, že přidáním slupky ZnS 
se zvyšuje intenzita emise a dochází k posunu emisních spekter k vyšším vlnovým 
délkám v porovnání s CdTe-TGA QDs (referenční vzorek, 40 mg/ml). FWHM u 
jednotlivých vzorků je stejný s výjimkou vzorku, který byl zahříván 1h (o 1 nm vyšší). 
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Obr. 32 Fluorescenční spektra CdTe-GSH/ZnS-GSH QDs. 
Byla sledována závislost intenzity emise na vlnové délce u CdTe-GSH QDs 
(referenční vzorek, 40mg/ml) a CdTe-GSH/ZnS QDs odebrané v časech 1h, 2h a 3h od 
okamžiku dosažení požadované teploty (95°C) při syntéze. Z grafu (Obr. 32) je patrné, 
že vzorky po ozáření světlem vlnové délky 390 nm fluoreskovaly. CdTe-GSH QDs 
vykazovaly intenzitu emise (10525 CPS) při vlnové délce 512 nm (FWHM=84 nm). 
Odebrané vzorky CdTe-GSH/ZnS vykazovaly emisi při vlnových délkách kolem 515-
542 nm, přičemž maxima intenzit emise rostla s časem ohřívání. Nejvyšší intenzitu 
emise (51708 CPS, při vlnové délce 542 nm; FWHM=84 nm) měl vzorek zahříván 3h a 
právě proto byl tento vzorek vybrán pro biokonjugaci QDs s BSA a IgG. Ostatní vzorky 
odebrány v časech 1h a 2h měly maxima intenzit 21444 a 29445 CPS při vlnových 
délkách 515 nm (FWHM=84 nm) a 522 nm (FWHM=84 nm). Fluorescenční spektra 
nejsou tak úzká jako v případě CdTe-TGA/ZnS QDs, FWHM je kolem 84 nm.  Také je 
patrné, že přidáním slupky ZnS se zvyšuje intenzita emise s časem zahřívání a dochází 
k posunu emisních spekter k vyšším vlnovým délkám.  
Porovnám-li CdTe-GSH/ZnS QDs (Obr. 32) a CdTe-MPA/ZnS QDs (Obr. 30), došlo 
 v prvním případě k výraznějšímu  nárůstu intenzity emise, která se zvyšovala s dobou 
zahřívání. U obou typů QDs přidáním ZnS slupky došlo k posunu emisních spekter 
k vyšším vlnovým délkám.  
 Porovnám-li CdTe-GSH/ZnS QDs (Obr. 32) a CdTe-TGA/ZnS QDs (Obr. 31), 
v obou případech došlo k patrnému nárůstu intenzity emise, která se zvyšovala s časem 
zahřívání. Přidáním ZnS slupky došlo k posunu emisních spekter k vyšším vlnovým 
délkám.   
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3.2 Navazování proteinu/protilátky na QDs 
3.2.1 Navazování BSA na QDs modifikaci povrchu  pomocí CDI 
V této části práce jsem se zabývala sledováním vlivu různých koncentrací BSA na 
intenzitu emise QDs (výsledná koncentrace 0,1 mg/ml) modifikovaných pomocí CDI. 
Byly použité roztoky BSA o různých výsledných koncentracích (0; 0,002; 0,005; 0,05; 
0,1 mg/ml). Analýza jednotlivých vzorků proběhla na přístroji Infinite M200 Pro, 
Tecan, při excitační vlnové délce 390 nm, GAIN=70.  
 
Obr. 33 Zhášení fluorescence CdTe-MPA/ZnS QDs v závislosti na koncentrací BSA. 
Byla sledována závislost maxima intenzity emise CdTe MPA/ZnS QDs na různých 
koncentracích BSA.  
 Z Obr. 33 je patrné, že se zvyšující se koncentrací BSA docházelo ke snížení 
intenzity emise QDs (do 0,05 mg/ml BSA) [56]. Z toho vyplývá, že došlo k navázání 
BSA na povrch CdTe-MPA/ZnS QDs. Při použití BSA roztoku o stejné výsledné 
koncentraci (0,1 mg/ml) jako je výsledná koncentrace QDs (0,1 mg/ml) zhášení 
fluorescence už nebylo tak výrazné. To znamená, že pro detekci BSA je vhodnější 
použit roztoky o menší výsledné koncentraci než je výsledná koncentrace QDs. 
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Obr. 34 Stern-Volmerova závislost zhášení fluorescence CdTe-MPA/ZnS QDs při různých 
koncentracích BSA. 
Na Obr. 34 je představena Stern-Volmerova závislost zhášení fluorescence CdTe-
MPA/ZnS QDs při různých koncentracích BSA. Jde o lineární stoupající závislost pro 
BSA o výsledných koncentracích 0; 0,002; 0,005 a 0,05 mg/ml, přičemž rovnice regrese 
je y=24,38x+1,03 a interval spolehlivosti R2=0,99. Směrnice dané přímky odpovídá 
zhášecí konstantě Ksv. Lineární křivka, použitá pro vyhodnocení Stern-Volmerovy 
rovnice, představuje statické zhášení, nelineární část (pro 0,1 mg/ml BSA) představuje 
dynamické zhášení [50]. 
 
Obr. 35 Zhášení fluorescence CdTe-TGA/ZnS QDs v závislosti na koncentrací BSA. 
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Na Obr. 35 byla sledována závislost maxima intenzity emise TGA/ZnS QDs na 
různých koncentracích BSA. Je patrné, že se zvyšující se koncentrací BSA opět 
docházelo k prudkému zhášení fluorescence QDs (do 0,05 mg/ml BSA), při vyšší 
koncentraci BSA nebyl pokles tak výrazný.  
 
Obr. 36 Stern-Volmerova závislost zhášení fluorescence CdTe-TGA/ZnS QDs při různé 
koncentraci BSA. 
Na Obr. 36 je představena Stern-Volmerova závislost zhášení fluorescence CdTe-
TGA/ZnS QDs při různých koncentracích BSA. Jde o lineární stoupající závislost pro 
BSA o výsledných koncentracích 0; 0,002; 0,005 a 0,05 mg/ml, přičemž rovnice regrese 
je y=23,17x+1,08 a interval spolehlivosti R2=0,99. Směrnice dané přímky odpovídá 
zhášecí konstantě Ksv. 
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Obr. 37 Zhášení fluorescence CdTe-GSH/ZnS QDs v závislosti na koncentrací BSA. 
Na Obr. 37 je zobrazena závislost maxima intenzity emise CdTe GSH/ZnS QDs na 
různých koncentracích BSA. Je patrné, že se zvyšující se koncentrací BSA docházelo k 
poklesu intenzity emise  QDs (do 0,05 mg/ml BSA), poté nebyl pokles tak prudký.  
 
Obr. 38 Stern-Volmerova závislost zhášení fluorescence CdTe-GSH/ZnS QDs při různých 
koncentracích BSA. 
Na Obr. 38 je představena Stern-Volmerova závislost zhášení fluorescence CdTe-
GSH/ZnS QDs při různých koncentracích BSA. Jde o lineární stoupající závislost pro 
BSA o výsledných koncentracích 0; 0,002; 0,005 a 0,05 mg/ml, přičemž rovnice regrese 
je y=20,962x+1,05 a interval spolehlivosti R2=0,99.  
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Obr. 39 Stern-Volmerova závislost zhášení fluorescence různých typů QDs při různých 
koncentracích BSA. 
Na Obr. 39 je představena Stern-Volmerova závislost zhášení fluorescence CdTe-
GSH/ZnS (zelená barva), CdTe-MPA/ZnS (červená barva) a CdTe-TGA/ZnS (modrá 
barva) QDs při různých koncentracích BSA. Jelikož směrnice daných přímek 
odpovídájí zhášecím konstantam Ksv je patrné, že k největšímu zhášení došlo u CdTe-
MPA/ZnS QDs a k nejmenšímu zhášení  CdTe-GSH/ZnS QDs.  
3.2.2 Navazování IgG na QDs pomocí CDI 
V této části práce jsem se zabývala sledováním vlivu IgG o výsledné koncentraci 0,1 
mg/ml na intenzitu emise QDs (výsledná koncentrace 0,1 mg/ml). Analýza jednotlivých 
vzorků proběhla na přístroji Infinite M200 Pro, Tecan, při excitační vlnové délce 390 
nm, GAIN=70.  
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Obr. 40 Emisní spektrum IgG navázaného na modifikovaný povrch CdTe-MPA/ZnS QDs. 
Byla sledována závislost intenzity emise na vlnové délce u CdTe-MPA/ZnS QDs 
před a po navázání IgG, kde QDs a IgG mají stejnou výslednou koncentraci 0,1 mg/ml 
(Obr. 40). Je patrné, že došlo k poklesu intenzity emise. Z toho vyplývá, že došlo 
k navázání IgG na povrch CdTe-MPA/ZnS QDs. CdTe-MPA/ZnS vykazovaly 
maximum intenzity emise 83578 CPS při vlnové délce 626 nm (FWHM=84 nm). 
Konjugát QDs-IgG vykazoval maximum intenzity emise 73246 CPS při vlnové délce 
644 nm (FWHM=80 nm). Je patrné, že kromě zhášení intenzity fluorescence vlivem 
IgG také došlo k posunutí emisního spektra k vyšším vlnovým délkám a k zúžení 
FWHM o 4 nm. 
 
Obr. 41 Emisní spektrum IgG navázaného na modifikovaný povrch CdTe-TGA/ZnS QDs. 
0!
10000!
20000!
30000!
40000!
50000!
60000!
70000!
80000!
90000!
400! 500! 600! 700! 800! 900!
In
te
nz
ita
([C
PS
](
λ[nm](
CdTe0MPA/ZnS!
CdTe0MPA/ZnS!+!IgG!
0!
2000!
4000!
6000!
8000!
10000!
12000!
14000!
16000!
18000!
400! 450! 500! 550! 600! 650! 700! 750!
In
te
ny
ot
a(
[C
PS
](
λ [nm](
CdTe0TGA/ZnS!!
CdTe0TGA/ZnS!+!IgG!
  
- 65 - 
 
Byla také sledována závislost intenzity emise na vlnové délce u CdTe-TGA/ZnS 
QDs před a po přidání IgG, kde QDs a IgG mají stejnou výslednou koncentrací 0,1 
mg/ml (Obr. 41). Je patrné, že také došlo k poklesu intenzity emise v důsledku navázání 
IgG na povrch CdTe-TGA/ZnS QDs.  CdTe-TGA/ZnS vykazovaly maximum intenzity 
emise 16178 CPS při vlnové délce 562 nm (FWHM=44 nm). Konjugát QDs-IgG 
vykazoval maximum intenzity emise 14941 CPS při vlnové délce 562 nm (FWHM=44 
nm). Je patrné, že kromě zhášení intenzity fluorescence, vlivem IgG také došlo 
k posunutí emisního spektra k vyšším vlnovým délkám, FWHM se nezměnil. 
 
Obr. 42 Emisní spektrum IgG navázaného na modifikovaný povrch CdTe-GSH/ZnS QDs 
Stejné chování bylo pozorováno i u CdTe-GSH/ZnS QDs před a po navázání IgG. 
Na Obr. 42 je závislost intenzity emise CdTe-GSH/ZnS QDs na vlnové délce před a po 
navázání IgG, kde QDs a IgG mají stejnou výslednou koncentraci 0,1 mg/ml. Je patrné, 
že došlo k poklesu intenzity emise. Z toho vyplývá, že došlo k navázání IgG na povrch 
CdTe-GSH/ZnS QDs. CdTe-GSH/ZnS vykazovaly maximum intenzity emise 10797 
CPS při vlnové délce 540 nm (FWHM=52 nm). Konjugát QDs-IgG vykazoval 
maximum intenzity emise 10083 CPS při vlnové délce 542 nm (FWHM=52 nm). Je 
patrné, že kromě zhášení intenzity fluorescence, vlivem IgG také došlo k posunutí 
emisního spektra k vyšším vlnovým délkám, FWHM se nezměnil. 
Při porovnání výsledků zhášení fluorescence u jednotlivých typů QDs pomocí IgG je 
patrné, že největší pokles intenzity fluorescence byl u CdTe-MPA/ZnS QDs. Porovnám-
li dosažené výsledky s výsledky navazování BSA na QDs (dle stejného postupu, Obr. 
39) největší pokles intenzity fluorescence byl také u CdTe-MPA/ZnS QDs. 
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Při porovnání zhášení intenzity fluorescence pomocí BSA a IgG (dle stejného 
postupu), při stejných výsledných koncentracích QDs, BSA a IgG je pozorovatelné, že 
v případě detekce IgG je lepší použit roztoky IgG o stejné nebo vyšší výsledné 
koncentraci než je výsledná koncentrace QDs. Při BSA je pro dosažitelnost lepších 
výsledků třeba použit roztoků BSA o menší výsledné koncentraci než je výsledná 
koncentrace QDs.  
3.2.3 Navazování BSA na QDs pomocí EDC a NHS 
V této části práce jsem se zabývala sledováním vlivu různých koncentrací BSA na 
intenzitu emise QDs (výsledná koncentrace 0,1 mg/ml) modifikovaných pomocí EDC a 
NHS. Byly použité roztoky BSA o různých výsledných koncentracích (0; 0; 0,0005; 
0,002; 0,005; 0,05 mg/ml). Analýza jednotlivých vzorků proběhla na přístroji Infinite 
M200 Pro, Tecan, při excitační vlnové délce 390 nm, GAIN=70. 
 
Obr. 43 Zhášení fluorescence CdTe-MPA/ZnS QDs v závislosti na koncentrací BSA. 
U CdTe-MPA/ZnS QDs byla sledována závislost intenzity emise na nepřítomnosti, 
resp. přítomnosti EDC a NHS. Z grafu (Obr. 43) je také patrné, že  EDC a NHS skoro 
dvojnásobně snižují fluorescenci CdTe-MPA/ZnS QDs (ze 72315 CSP na 36639 CPS). 
Proto při posuzování zhášení fluorescence BSA byl použitý roztok QDs (výsledná 
koncentrace 0,1 mg/ml) obsahující EDC a NHS. Jedině takhle můžeme správně říct, zda 
k zhášení fluorescence došlo vlivem BSA. 
Také byla sledována závislost intenzity emise CdTe-MPA/ZnS QDs na různých 
koncentracích BSA (Obr. 43). Bylo zjištěno, že se zvyšující se koncentrací BSA 
docházelo k prudkému poklesu intenzity emise QDs (do 0,005 mg/ml BSA). Z toho 
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vyplývá, že došlo k navázání BSA na povrch CdTe-MPA/ZnS QDs. Při použití BSA o 
výsledné koncentraci 0,05 mg/ml zhášení fluorescence už nebylo tak výrazné. Toto 
znamená, že pro detekci BSA pomocí CdTe-MPA/ZnS QDs je vhodnější použit roztoky 
o mnohem menší výsledné koncentraci než je výsledná koncentrace QDs. 
 
Obr. 44 Stern-Volmerova závislost zhášení fluorescence CdTe-MPA/ZnS QDs při různých 
koncentracích BSA. 
Na Obr. 44 je představena Stern-Volmerova závislost zhášení fluorescence CdTe-
MPA/ZnS QDs při různých koncentracích BSA. Jde o lineární stoupající závislost pro 
BSA o výsledných koncentracích 0; 0,0005; 0,002 a 0,005 mg/ml, přičemž rovnice 
regrese je y=523,38x+1,03 a interval spolehlivosti R2=0,99. Směrnice dané přímky 
odpovídá zhášecí konstantě Ksv. Lineární křivka, použitá pro vyhodnocení Stern-
Volmerovy rovnice představuje statické zhášení, nelineární část (pro koncentraci 0,05 
mg/ml BSA) představuje dynamické zhášení. 
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Obr. 45 Zhášení fluorescence CdTe-TGA/ZnS QDs v závislosti na koncentrací BSA. 
U CdTe-TGA/ZnS QDs byla sledována závislost intenzity emise na nepřítomnosti, 
resp. přítomnosti EDC a NHS. Z grafu (Obr. 45) je také patrné, že  EDC a NHS skoro 
dvojnásobně snižují fluorescenci CdTe-TGA/ZnS QDs (z 15374 CSP na 8249 CPS). 
Proto při posuzování zhášení fluorescence BSA byl použitý roztok QDs (výsledná 
koncentrace 0,1 mg/ml) obsahující EDC a NHS. Jedině takhle můžeme správně říct, zda 
k zhášení fluorescence došlo vlivem BSA. 
Také byla sledována závislost intenzity emise CdTe-TGA/ZnS QDs na různých 
koncentracích BSA, Z grafu (Obr. 45) je patrné, že se zvyšující se koncentrací roztoku 
BSA docházelo k prudkému zhášení fluorescence QDs (do 0,005 mg/ml BSA). Z toho 
vyplývá, že došlo k navázání BSA na povrch CdTe-TGA/ZnS QDs. Při použití BSA o 
výsledné koncentraci 0,05 mg/ml zhášení fluorescence už nebylo tak výrazné. Stejně 
jako u CdTe-MPA/ZnS QDs, pro detekci BSA pomocí CdTe-TGA/ZnS QDs je 
vhodnější použit roztoky o mnohem menší výsledné koncentraci než je výsledná 
koncentrace QDs. 
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Obr. 46 Stern-Volmerova závislost zhášení fluorescence CdTe-TGA/ZnS QDs při různých 
koncentracích BSA. 
Na Obr. 46 je znázorněna Stern-Volmerova závislost zhášení fluorescence CdTe-
MPA/ZnS QDs při různých koncentracích BSA. Jde o lineární stoupající závislost pro 
BSA o výsledných koncentracích 0; 0,0005; 0,002 a 0,005 mg/ml, přičemž rovnice 
regrese je y=354,88x+0,95 a interval spolehlivosti R2=0,99.  
 
Obr. 47 Zhášení fluorescence CdTe-GSH/ZnS QDs v závislosti na koncentrací BSA. 
Také u CdTe-GSH/ZnS QDs byla sledována závislost intenzity emise 
na nepřítomnosti, resp. přítomnosti EDC a NHS. Stejně jako u CdTe-MPA/ZnS a CdTe-
TGA/ZnS QDs, přítomnost EDC a NHS skoro dvojnásobně snížila intenzitu 
fluorescence CdTe-GSH/ZnS QDs (z 11269 CPS na 7368 CPS).  
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Také byla sledována závislost intenzity emise CdTe-GSH/ZnS QDs při různých 
koncentracích BSA. Z grafu (Obr. 47) je patrné, že došlo k poklesu fluorescence. Také 
je patrné, že se zvyšující se koncentrací BSA docházelo ke  zhášení fluorescence QDs 
(do 0,005 mg/ml BSA). Podobně jako u CdTe-MPA/ZnS a CdTe-TGA/ZnS QDs, i 
v tomto případě je vhodné použít BSA o mnohem menší výsledné koncentraci než je 
výsledná koncentrace QDs. 
 
 
 
Obr. 48 Stern-Volmerova závislost zhášení fluorescence CdTe-GSH/ZnS QDs při různých 
koncentracích BSA. 
Na Obr. 48 je představena Stern-Volmerova závislost zhášení fluorescence CdTe-
GSH/ZnS QDs při různých koncentracích BSA. Jde o lineární stoupající závislost pro 
BSA o výsledných koncentracích 0; 0,0005; 0,002 a 0,005 mg/ml, přičemž rovnice 
regrese je y=93,49x+1,03 a interval spolehlivosti R2=0,98.  
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Obr. 49 Stern-Volmerova závislost zhášení fluorescence QDs při různých koncentracích BSA. 
Na Obr. 49 je představena Stern-Volmerova závislost zhášení fluorescence CdTe-
GSH/ZnS (zelená barva), CdTe-MPA/ZnS (červená barva) a CdTe-TGA/ZnS (modrá 
barva) QDs při různých koncentracích BSA. Jelikož směrnice daných přímek 
odpovídají zhášecím konstantám Ksv, je patrné, že k největšímu zhášení došlo u CdTe-
MPA/ZnS QDs a k nejmenšímu zhášení u CdTe-GSH/ZnS QDs. U toho postupu také 
platí, že je vhodné použít BSA o menší výsledné koncentraci než je výsledná 
koncentrace QDs.  
3.2.4 Navazování BSA na QDs pomocí EDC 
V této části práce jsem se zabývala sledováním vlivu různých koncentrací BSA na 
intenzitu emise QDs (výsledná koncentrace 0,1 mg/ml) modifikovaných pomocí EDC. 
Byly použity roztoky BSA o různých výsledných koncentracích (0; 0; 0,05; 0,5; 1 a 1,5 
mg/ml). Analýza jednotlivých vzorků proběhla na přístroji Infinite M200 Pro, Tecan, 
při excitační vlnové délce 390 nm, GAIN=70. 
y!=!523,38x!+!1,03!
R²!=!0,99!
y!=!354,88x!+!0,95!
R²!=!0,99!
y!=!93,49x!+!1,03!
R²!=!0,98!
0!
0.5!
1!
1.5!
2!
2.5!
3!
3.5!
4!
4.5!
0! 0.01! 0.02! 0.03! 0.04! 0.05! 0.06!
I0/
I(
Koncentrace(BSA([mg/ml](
CdTe0MPA/ZnS!+!BSA!
CdTe0TGA/ZnS!+!BSA!
CdTe0GSH/ZnS!+!BSA!
  
- 72 - 
 
 
Obr. 50 Zhášení fluorescence CdTe-MPA/ZnS QDs v závislosti na koncentrací BSA. 
Opět byla u CdTe-MPA/ZnS QDs sledována závislost intenzity emise 
za nepřítomnosti, resp. přítomnosti EDC. Přítomnost EDC dvojnásobně snížila intenzitu 
fluorescence CdTe-GSH/ZnS QDs (ze 76184 CPS na 34000 CPS) (Obr. 50). 
Také byla sledována závislost intenzity emise na různých koncentracích BSA.  Z 
Obr. 50 je patrné, že se zvyšující se koncentrací BSA docházelo k mírnému poklesu 
fluorescence QDs .  
 
Obr. 51 Stern-Volmerova závislost zhášení fluorescence CdTe-MPA/ZnS QDs při různých 
koncentracích BSA. 
Na Obr. 51 je znázorněna Stern-Volmerova závislost zhášení fluorescence CdTe-
MPA/ZnS QDs při různých koncentracích BSA. Jde o lineární stoupající závislost pro 
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BSA o výsledných koncentracích 0; 0,05; 0,5; 1 a 1,5 mg/ml, přičemž rovnice regrese je 
y=1,01x+0,99 a interval spolehlivosti R2=0,99. Směrnice dané přímky odpovídá zhášecí 
konstantě Ksv. Lineární křivka, použitá pro vyhodnocení Stern-Volmerove rovnice, 
představuje statické zhášení. 
 
Obr. 52 Zhášení fluorescence CdTe-TGA/ZnS QDs v závislosti na koncentrací BSA. 
Podobně jako u CdTe-MPA/ZnS QDs, také u CdTe-TGA/ZnS QDs byla sledována 
závislost intenzity emise na nepřítomnosti, resp. přítomnosti EDC. Z grafu (Obr. 52) je 
také patrné, že  EDC třínásobně snížil fluorescenci CdTe-TGA/ZnS QDs (z 15182 CSP 
na 4803 CPS). Proto při posuzování zhášení fluorescence roztoky BSA byl použitý 
roztok QDs (výsledná koncentrace 0,1 mg/ml) obsahující EDC.  
Také byla sledována závislost intenzity emise na různých koncentracích BSA.   Z 
Obr. 52 je patrné, že došlo poklesu intenzity emise se zvyšující se koncentrací BSA.  Z 
toho vyplývá, že došlo k navázání BSA na povrch CdTe-TGA/ZnS QDs.  
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Obr. 53 Stern-Volmerova závislost zhášení fluorescence CdTe-TGA/ZnS QDs při různých 
koncentracích BSA. 
Na Obr. 53 je znázorněna Stern-Volmerova závislost zhášení fluorescence CdTe-
TGA/ZnS QDs při různých koncentracích BSA. Jde o lineární stoupající závislost pro 
BSA o výsledných koncentracích 0; 0,05; 0,5; 1 a 1,5 mg/ml, přičemž rovnice regrese je 
y=0,40x+0,99 a interval spolehlivosti R2=0,98. Směrnice dané přímky odpovídá zhášecí 
konstantě Ksv.  
 
Obr. 54 Zhášení fluorescence CdTe-GSH/ZnS QDs v závislosti na koncentrací BSA 
Také u CdTe-GSH/ZnS QDs byla sledována závislost intenzity emise 
na nepřítomnosti, resp. přítomnosti EDC.  Z grafu (Obr. 54) je také patrné, že  EDC 
skoro třínásobně snížil fluorescenci CdTe-GSH/ZnS QDs (z 11269 CSP na 4256 CPS). 
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Proto při posuzování zhášení fluorescence roztoky BSA byl použitý roztok QDs 
(výsledná koncentrace 0,1 mg/ml) obsahující EDC.  
Také byla sledována závislost intenzity emise na různých koncentracích BSA. Z Obr. 
54 je patrné, že došlo ke snížení intenzity fluorescence vlivem zvyšující se koncentrací 
BSA.  
 
Obr. 55 Stern-Volmerova závislost zhášení fluorescence CdTe-GSH/ZnS QDs při různých 
koncentracích BSA. 
Na Obr. 55 je znázorněna Stern-Volmerova závislost zhášení fluorescence CdTe-
GSH/ZnS QDs při různých koncentracích BSA. Jde o lineární stoupající závislost pro 
BSA o výsledných koncentracích 0; 0,05; 0,5; 1 a 1,5 mg/ml, přičemž rovnice regrese je 
y=3,08x+0,98 a interval spolehlivosti R2=0,98. Směrnice dané přímky odpovídá zhášecí 
konstantě Ksv.  
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Obr. 56 Stern-Volmerova závislost zhášení fluorescence QDs při různých koncentracích BSA. 
Na Obr. 56 je představena Stern-Volmerova závislost zhášení fluorescence CdTe-
GSH/ZnS (zelená barva), CdTe-MPA/ZnS (červená barva) a CdTe-TGA/ZnS (modrá 
barva) QDs při různých koncentracích BSA. Jelikož směrnice daných přímek 
odpovídájí zhášecím konstantam Ksv je patrné, že k největšímu zhášení došlo u CdTe-
GSH/ZnS QDs a k nejmenšímu zhášení u CdTe-TGA/ZnS QDs. Z toho vyplívá, že 
tento postup detekce BSA dává nejlepší výsledky u CdTe-GSH/ZnS QDs. U toho 
postupu je vhodné použit BSA o větší výsledné koncentraci než je výsledná koncentrace 
QDs.  
Porovnám-li různé způsoby navazování BSA na QDs  pomocí CDI-QDs (Obr. 39), 
EDC a NHS (Obr. 49) anebo EDC (Obr. 56), je patrné, že u prvních dvou způsobů je 
vhodné použít BSA o menší výsledné koncentraci, než je výsledná koncentrace QDs. U 
postupu navázání BSA na QDs pomocí EDC je tomu naopak. Z grafů je patrné, že CDI 
neovlivňoval intenzitu fluorescence, naopak samotné navázání EDC a NHS výrazně 
snižují intenzitu fluorescence. Z garfů je také patrné, že k největšímu zhášení 
fluorescence docházelo s použitím EDC-NHS a k nejpomalejšímu s použitím  EDC. 
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3.3 Charakterizace konjugátu QD-protein/protilátka 
kapilární elektroforézou 
V této části práce jsem se zabývala sledováním vlivu BSA (výsledná koncentrace 1 
mg/ml) a IgG (výsledná koncentrace 0,1 mg/ml) na QDs (výsledná koncentrace 0,1 
mg/ml). Pro touto analýzu byly použity CdTe-MPA/ZnS QDs modifikované pomocí 
CDI. Analýza jednotlivých vzorků proběhla na přístroji 7100 Agilent Technologies, při 
excitační vlnové délce 488 nm.  
 
Obr. 57 Elektroferogram konjugátu BSA-QDs. 
Na Obr. 57 je představen elektroferogram samotných CdTe-MPA/ZnS QDs, QDs 
s navázaným CDI a konjugátu CDI-QDs s navázaným BSA (dále jenom konjugát BSA-
QDs). Z elektroferogramu je patrné, že konjugát BSA-QDs (pík v čase 4 min 54 s), je 
dobře separován od volných QDs (pík v čase 6 min 13 s) obsažených ve stejném 
roztoku. Z grafu je také patrné, že pík konjugátu BSA-QDs je širší v porovnání s píkem 
volných QDs obsažených v stejném roztoku. To je způsobeno adsorpcí BSA vnitřní 
stěnou kapiláry [29]. Je třeba také poznamenat, že povrch CdTe-MPA/ZnS QDs má 
záporný elektrický náboj. Jelikož směr migrace konjugátu BSA-QDs je v opačném 
směru než je elektroosmotický tok, konjugáty BSA-QDs byly nejprve eluovány. K tomu 
dochází z důvodu snížení záporných nábojů na povrchu QDs vlivem BSA [29].  
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Obr. 58 Elektroferogram konjugátu IgG-QDs. 
Na Obr. 58 je představen elektroferogram samotných CdTe-MPA/ZnS QDs, QDs 
s navázaným CDI a konjugátu CDI-QDs s navázaným IgG (dále jenom konjugát IgG-
QDs). Z elektroferogramu je patrné, že konjugát IgG-QDs (pík v čase 3 min 50 s) je 
separován od volných QDs (pík v čase 6 min 13 s) obsažených v stejném roztoku. 
Z grafu je také patrné, že pík konjugátu IgG-QDs je širší v porovnání s píkem 
nenavázaných QDs obsažených v stejném roztoku. To je způsobeno adsorpci IgG do 
vnitřní stěny kapiláry [29]. Jak už bylo napsáno dříve, povrch CdTe-MPA/ZnS QDs má 
záporný elektrický náboj. Jelikož směr migrace konjugátu IgG-QDs je v opačném 
směru než je elektroosmotický tok, konjugáty IgG-QDs byly nejprve eluovány. K tomu 
dochází z důvodu snížení záporných nábojů na povrchu QDs vlivem IgG [29]. 
Signály komplexů QDs s BSA jsou vyšší než u komplexů QDs s IgG, protože u 
konjugátu BSA-QDs je pravděpodobně vyšší efektivita vazby.  
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4 ZÁVĚR 
Tato diplomová práce si kladla za cíl zkoumat vlastnosti core/shell QDs na bázi 
kadmia, metody jejich přípravy a aplikace modifikovaných core/shell QDs pro 
diagnostiku zájmových látek. 
V první části práce byl proveden popis důležitých vlastností těchto nanočástic, jejich 
rozdělení, výhody a nevýhody. V práci jsou také popsány typy syntéz core a core/shell 
QDs se zaměřeným na přímou syntézu koloidních core/shell QDs. Byl také proveden 
popis různých metod modifikace core/shell QDs pro zvýšení afinity k různým látkám a 
aplikace core/shell QDs. 
V experimentální části práce jsem se zaměřila na zkoumání, syntézu a modifikaci 
koloidních core/shell QDs na bázi kadmia využitých k detekci BSA a IgG. Byly 
syntetizovány koloidní CdTe QDs stabilizované glutationem (GSH), 
merkaptopropionovou kyselinou (MPA) a thioglykolovou kyselinou (TGA), které 
následně byly použity pro syntézu CdTe/ZnS QDs. V dalším kroku byl jejich povrch 
modifikován pomocí CDI, EDC a NHS, které aktivovaly karboxylové skupiny 
sore/shell QDs. Na takto upravený povrch core/shell QDs byl navázán protein BSA 
nebo protilátka IgG. Výsledné vzorky byly charakterizovány fluorescenční 
spektroskopií (Infinite M200 Pro, Tecan) a kapilární elektroforézou (7100 Agilent 
Technologies). 
Z výsledků fluorescenční spektroskopie core a core/shell QDs je pozorovatelné, že 
největší intenzitu fluorescence vykazují QDs, kde bylo jádro modifikováno MPA a 
nejmenší intenzitu fluorescence vykazují QDs, u kterých bylo jádro modifikováno GSH. 
 Navazování BSA na core/shell QDs ukázalo, že zhášení fluorescence QDs  je 
intenzivnější použitím EDC a NHS oproti použití jenom EDC nebo CDI. Z výsledků je 
také patrné, že CDI neovlivňoval intenzitu fluorescence na rozdíl od  EDC a NHS, které 
výrazně snižují intenzitu fluorescence. 
Navazování IgG na core/shell QDs pomocí CDI ukázalo, že největší pokles intenzity 
fluorescence byl u CdTe-MPA/ZnS QDs. Také při navázání BSA na QDs (pomocí 
CDI), největší pokles intenzity fluorescence byl u CdTe-MPA/ZnS QDs. Při porovnání 
zhášení intenzity fluorescence pomocí BSA a IgG (dle stejného postupu), při stejných 
výsledných koncentracích QDs je patrné, že v případě detekce IgG je lepší použit IgG o 
stejné nebo vyšší výsledné koncentraci než je výsledná koncentrace QDs. U BSA je pro 
dosažitelnost lepších výsledků třeba použít roztoků BSA o menší výsledné koncentraci 
než je výsledná koncentrace QDs. 
Výsledky kapilární elektroforézy poskytly migrační časy konjugátů BSA-QDs 
(CdTe-MPA/ZnS), IgG-QDs (CdTe-MPA/ZnS) a samotných CdTe-MPA/ZnS 
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(v stejném roztoku). V případě BSA-QDs migrační čas byl 4 min 54 s a samotných QDs 
6 min 13s. V případě IgG-QDs migrační čas byl 3 min 50s a samotných QDs 6 min 13s. 
Signály komplexů QDs s BSA jsou vyšší než u komplexů QDs s IgG, protože 
u konjugátu BSA-QDs je pravděpodobně vyšší efektivita vazby.  
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SEZNAM ZKRATEK  
[(TMS) 2S] - bis (trimethylsilyl) sulfid 
[Me2Zn/Et2 Zn] - dimethyl/diethyl zinek 
ADH – alkohol dehydrogenáza 
BSA – hovězí sérový albumin 
CD8 - diferenciační skupina povrchových bílkovin přítomných na vnější straně 
cytoplazmatické membrány cytotoxických T-lymfocytů 
CDI -   1,1′-Karbonyldiimidazol 
CPS – počet za sekundu (counts per second)  
DHLA - dihydrolipová kyselina 
FISH - Fluorescence in situ Hybridization 
FRET - Fluorescenční rezonanční energetický transfér 
GSH – glutathion 
HDA- hexadecylamin 
HLA A2 - lidský sérotypový leukocytární antigen 
HRP – křenová peroxidáza 
HSA – lidský sérový albumin 
Ig – immunoglobulin 
IgA – immunoglobulin A 
IgD – immunoglobulin D 
IgE – immunoglobulin E 
IgG – immunoglobulin G 
IgM – immunoglobulin M 
MAA – metakrylová kyselina 
MES - kyselina 4-morfolinoetansulfonová 
MPA – merkaptopropionová kyselina 
MPS - 3-merkaptopropyltrimethoxysilan 
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MSA – merkaptojantarová kyselina 
MUA - merkaptoundekanová kyselina 
NHS - N-hydroxysukcinimid 
NIR - blízké (near) infračervené záření 
PAA - amfifilní poly akrylová kyselina 
PEG – polyetilenglykol 
PEG-PE – fosfatidyletanolaminu 
PEI – polyetyleniminPL – fotoluminiscence 
PMAT - poly-anhydrid kyseliny maleinové alt-1-tetradekan 
PSA - prostatický specifický antigenQDs – kvantové tečky 
QY – kvantový výtěžek 
Rf – rifampicin 
SMCC - sukcinimidyl-4 - [N-maleimidomethyl] cyklohexan-1-karboxylát 
sulfo-NHS - N-hydroxysulfosukcinimid 
TGA – tioglykolová kyselina 
TOP- trioctylphosphin oxid 
TOPO- trioctylphosphin oxid 
UV - ultrafialové záření 
UV-VIS – ultrafialovo-viditelná spektroskopie 
FWHM – full width at half maximum 
 
